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INTRODUCTION 
 Dans le cadre de la mondialisation et face aux exigences croissantes du 
consommateur en termes de qualité et de sûreté des aliments, les règles appliquées 
par l’Union Européenne pour l’importation des produits alimentaires se durcissent. 
Cependant, il reste encore difficile de garantir l’origine et le parcours des produits. 
Seuls les documents administratifs comme le certificat de conformité font état de 
l’origine et de l’itinéraire des aliments.  
 Au cours des trois dernières décennies, les échanges commerciaux et la 
consommation des poissons ont augmenté très rapidement. Suite aux différentes 
crises alimentaires telle que la crise de vache folle, de la dioxine et la récente crise 
de la grippe aviaire, les consommateurs sont de plus en plus regardant sur la qualité, 
l’innocuité et l’origine des produits alimentaires. Les questions touchant au 
commerce international des produits aquacoles concernent notamment les 
dispositions en matière d’étiquetage et de traçabilité (FAO/SOFIA 2006).  
 La contribution de l’aquaculture aux approvisionnements mondiaux de 
poissons continue de progresser, et poursuit son essor à un rythme plus rapide que 
celui de tous les autres secteurs de production alimentaire d’origine animale 
(FAO/SOFIA 2006). L’expansion de la production aquacole a très largement dépassé 
la croissance démographique. Les pays de la région Asie-Pacifique représentaient 
91,5% de la production aquacole mondiale et 80,5% de sa valeur, et le Vietnam fait 
partie des dix premiers pays exportateurs de poisson. Le Vietnam est le premier 
exportateur de poisson-chat Pangasius avec plus de 300 000 tonnes en 2007 
(Vietnam Fisheries Information Center (FICen), 2008). L’exportation des filets de 
Pangasius, après avoir été principalement dirigée vers les États-Unis (fin des années 
1990, début des années 2000), s’oriente actuellement vers les pays européens. 
Cette évolution s’explique par les très nombreuses barrières douanières érigées par 
les autorités américaines vis-à-vis des poissons chat du Mékong pour protéger leur 
marché. En 2007, l’Union Européenne était le premier importateur du poisson-chat 
Pangasius du Vietnam avec 140 000 tonnes pour une valeur de 390 millions USD 
(Vietnam Fisheries Information Center (FICen), 2008). Cependant, sur le marché 
européen, les produits du poisson-chat Pangasius exportés sont encore mal connus 
par les consommateurs occidentaux et suscitent leur méfiance. De plus, ils sont 
présents sur le marché international sous des appellations commerciales diverses 
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(Vietnamese River Cobbler, Mekong catfish, Panga, Panga du Mékong, Ba sa, 
poisson-chat Pangasius,…). La traçabilité de l’origine géographique des produits est 
donc difficile.  
 La traçabilité est aujourd’hui devenue la préoccupation constante pour tous les 
acteurs de la chaîne alimentaire. Les producteurs, transformateurs, distributeurs 
doivent identifier et maitriser les points critiques, respecter les réglementations, 
effectuer des autocontrôles. Les services publics doivent établir et faire respecter les 
réglementations relatives à la maîtrise de l’hygiène, les consommateurs doivent être 
informés de la nature des produits et des problèmes sanitaires (Règlement CE 
2073/2005 et CE 178/2002).  
 Compte tenu de la difficulté à mettre en place des systèmes d’identifications 
enregistrées le plus souvent documentaire dans les pays du Sud et la difficulté de 
suivre le cheminement des aliments, le CIRAD (Centre de coopération internationale 
en recherche agronomique pour le développement) a décidé de financer des travaux 
de recherche visant à identifier et mettre en œuvre une méthode utilisant la 
PCR-DGGE (Polymerase Chain Reaction – Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis) pour analyser la totalité des flores microbiennes présentes sur ou 
dans les poissons en une seule analyse afin d’établir un code barre biologique 
permettant de déterminer l’origine géographique des poissons importés. L’hypothèse 
de départ de ce projet était que l’environnement des poissons pouvait avoir une 
influence sur sa composition biochimique, chimique ainsi que sur l’identité et la 
diversité des flores bactériennes présentes sur et dans les poissons. L’origine 
géographique des poissons pourrait donc être approchée par la caractérisation de la 
flore microbienne spécifique de la ferme de production ou du lieu de stockage. C’est 
cette dernière hypothèse qui a été étudiée dans ce projet. Les espèces microbiennes 
étudiées sont celles appartenant aux flores bactériennes commensales (de la peau, 
des ouïes ou du système digestif) des poissons, ou des flores microbiennes 
d’altération : pathogènes des poissons ou contaminants apportés lors des 
traitements technologiques.  
 La première phase de ce projet a été consacrée au développement et à la 
standardisation de la technique de biologie moléculaire. L’originalité de cette 
méthode est qu’elle est basée sur l’extraction en une seule étape des ADN totaux 
des bactéries des poissons et de leur caractérisation après amplification et 
électrophorèse dans un gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes. Un 
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premier travail a permis de valider l’hypothèse de départ et de standardiser la 
méthode depuis le prélèvement des échantillons jusqu'à l’obtention et le traitement 
statistique des profils électrophorétiques obtenus.  
 
Notre travail de thèse s’inscrit dans la deuxième phase de ce projet de collaboration.  
 
Les deux principales questions auxquelles nous voulons répondre sont : 
1. Est-ce que les empreintes génétiques des flores bactériennes des poissons 
données par les profils de DGGE peuvent être utilisées pour effectuer la 
détermination d’origine géographique des poissons ? 
2. Est-ce que les traitements technologiques (chaleur, froid, filetage) appliqués 
aux poissons en vue de leur commercialisation sont susceptibles de modifier 
les marqueurs bactériens identifiés au cours des traitements ?  
 
Les objectifs de ce travail sont donc : 
1. De valider la mise en œuvre de la méthode optimisée pour relier les profils 
bactériens de DGGE avec les origines géographiques des poissons provenant 
de différents sites de plusieurs pays : France, Vietnam, Cambodge.  
2. De vérifier la pérennité des profils électrophorétiques au cours des saisons, des 
conditions d’élevage et de transformations agro-alimentaires.  
3. De valider la méthode de PCR-DGGE en milieu industriel pour le suivi de la 
pérennité des marqueurs bactériens au cours de la transformation de filets dans 
une usine vietnamienne à chaque étape de leur transformation incluant les 
traitements de nettoyage et de lavage des équipements. En effet, en 2007, le 
Vietnam a exporté plus de 300 000 tonnes de Pangasius, dont 70% sous forme 
de filets. Les poissons entiers ne représentent que 20% et le reste étant des 
produits transformés (FICen, 2008).  
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I. SYNTHÈSE BIBLIOGRAPHIQUE 
I.1. Situation mondiale du secteur des pêches et de l’aquaculture 
 Les pêches et l’aquaculture ont produit en 2004 environ 140 millions de 
tonnes de poissons. L’aquaculture représentait 34% de ce total (Tableau I.1). En 
2004, l’offre de poisson de consommation par habitant, hors Chine, était estimée à 
13,5 kg. Globalement, le poisson a assuré à plus de 2,6 milliards de personnes au 
moins 20% de leur apport en protéines animales. La part des protéines de poisson 
dans le total mondial de l’apport protéique d’origine animale est passée de 14,9% en 
1992 au chiffre record de 16% en 1996, pour retomber à environ 15,5% en 2003 
(FAO/SOFIA, 2006). 
 Au cours des trois dernières décennies, le nombre de pêcheurs et 
d’aquaculteurs a augmenté plus rapidement que la population mondiale et l’emploi 
dans l’agriculture traditionnelle. Selon les estimations, 41 millions de personnes 
travaillaient dans ce domaine en 2004, la grande majorité dans les pays en 
développement, principalement en Asie.  
 
Tableau I.1. : Production mondiale des pêches et de l’aquaculture 
(FAO/SOFIA 2006). 
 
2000 2001 2002 2003 2004 2005 Production (millions de tonnes) 
Pêches continentales 
Pêches de capture 
Aquaculture 
Total des pêches continentales 
 
8,8 
21,2 
30,0 
 
8,9 
22,5 
31,4 
 
8,8 
23,9 
32,7 
 
9,0 
25,4 
34,4 
 
9,2 
27,2 
36,4 
 
9,6 
28,9 
38,5 
Pêches marines 
Pêches de capture 
Aquaculture 
Total des pêches marines 
 
86,8 
14,3 
101,1
 
84,2 
15,4 
99,6 
 
84,5 
16,5 
101,0 
 
81,5 
17,3 
98,8 
 
85,8 
18,3 
104,1 
 
84,2 
18,9 
103,1 
Totale des pêches de capture 
Total de l’aquaculture 
Total mondial des pêches 
95,6 
35,5 
131,1
93,1 
37,9 
131,0 
93,3 
40,4 
133,7 
90,5 
42,7 
133,2 
95,0 
45,5 
140,5 
93,8 
47,8 
141,6 
 
I.1.1 Production des pêches de capture 
 La production des pêches de captures marines s’est chiffrée à 85,8 millions de 
tonnes en 2004. S’agissant du total des captures mondiales (qui inclut la production 
des pêches de capture continentales), la tendance récente a été fortement 
influencée par les fluctuations des prises d’anchois au large des côtes du Pérou et 
du Chili. 
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 Après un léger fléchissement en 2002, le total mondial des captures en eaux 
continentales est de nouveau remonté en 2003 et 2004 pour atteindre 9,2 millions de 
tonnes pendant cette dernière année. Comme précédemment, l’Afrique et l’Asie 
représentent environ 90% du total mondial et leurs parts respectives sont 
relativement stables. Les pêches continentales paraissent toutefois en crise en 
Europe où le total des captures a chuté de 30% depuis 1999. Le déclin de la pêche 
professionnelle peut être partiellement imputé à la concurrence d’autres formes 
d’exploitation des ressources hydriques continentales et à la moindre viabilité 
économique de nombreuses entreprises de pêche.  
 
I.1.2. Production de l’aquaculture 
 L’aquaculture correspond à la culture de végétaux et d’animaux dans l’eau. 
Elle s’est considérablement développée dans certaines régions du monde. Au cours 
de la dernière décennie, la contribution croissante de l’aquaculture à la sécurité 
alimentaire, au recul de la pauvreté, aux moyens de subsistance des communautés 
rurales, à la création d’emplois et de source de revenus a été justement reconnue 
(FAO, 2003).  
 Selon les statistiques de la FAO, la contribution de l’aquaculture aux 
approvisionnements mondiaux de poissons, de crustacés, de mollusques et d’autres 
animaux aquatiques continue de progresser, passant de 3,9% de la production 
pondérale totale en 1970, à 27,1% en 2000 et 32,4% en 2004. L’aquaculture poursuit 
son essor à un rythme plus rapide que celui de tous les autres secteurs de 
production alimentaire d’origine animale.  
 En 2004, la production aquacole mondiale (poissons et plantes aquatiques) 
est déclarée à 59,4 millions de tonnes, pour une valeur de 70,3 milliards d’euros. 
Cela représente un accroissement annuel de 6,9% en volume et de 7,7% en valeur 
par rapport à l’année 2002. En 2004, les pays de la région Asie-Pacifique ont 
compté pour 91,5% de la production mondiale et 80,5% de sa valeur. 
 Le tableau I.2 donne le nom des 10 plus grands pays producteurs de poissons 
d’élevage destinés à la consommation pour la période 2002-2004. Toutes les régions 
ont enregistré un accroissement de leur production durant cette période, à 
l’exception du Japon avec une baisse de 3,1%. 
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Tableau I.2. : Production aquacole des 10 principaux producteurs de poisson ; 
volume et croissance émergente (FAO/SOFIA, 2006). 
 
2002 2004 
Taux de 
croissance 
annuel moyen Producteurs 
(Tonnes) (%) 
Chine 
Inde 
Vietnam 
Thaïlande 
Indonésie 
Bangladesh 
Japon 
Chili 
Norvège 
Etats-Unis 
Sous-total 10 principaux 
producteurs 
Reste du monde 
Total 
27.767.251 
2.187.189 
703.041 
954.567 
914.071 
786.604 
826.715 
545.655 
550.209 
497.346 
 
35.732.648 
4.650.830 
40.383.478 
30.614.968 
2.472.335 
1.198.617 
1.172.866 
1.045.051 
914.752 
776.421 
674.979 
637.993 
606.549 
 
40.114.531 
5.353.825 
45.468.356 
5,0 
6,3 
30,6 
10,8 
6,9 
7,8 
- 3,1 
11,2 
7,7 
10,4 
 
6,0 
7,3 
6,1 
 
I.1.3. Utilisation du poisson 
 En 2004, environ 75% (soit 105,6 millions de tonnes) de la production 
mondiale de poisson ont été utilisés pour la consommation humaine. Les 25% 
restants, soit 34,8 millions de tonnes étant destinés aux produits non alimentaires, en 
particulier à la fabrication de farine et d’huile de poisson. 61% (soit 86 millions de 
tonnes) de la production mondiale de poisson a subi une transformation, dont 59% 
(51 millions de tonnes) concernant la fabrication de produits congelés, salés, fumés, 
ou en conserve. Le reste est utilisé pour des usages non alimentaires. Selon les 
estimations de la FAO, le volume de poisson vivant ou frais est passé de 35 millions 
de tonnes en 1994 à 55 millions de tonnes en 2004, soit un accroissement de 31% à 
39% de la production totale. En 2004, la congélation est la première méthode de 
transformation. Elle représente 53% du volume total de poisson transformé, suivie de 
la mise en conserve (24%) et du saurissage (23%) (FAO/SOFIA 2006). 
 
 Le poisson est un bon aliment. On le classe dans le groupe 1, celui des 
aliments qui, à l’état brut, sont les plus riches en protéine, donc les aliments de 
croissance, de réparation, de stimulation dans les états de fatigue. C’est donc un 
aliment populaire bon et sain dont on a intérêt à développer l’élevage partout, la 
pêche ne pouvant assurer un approvisionnement bon marché (Arrignon, 1993). 
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I.1.4. Le commerce international du poisson 
 Le poisson est par nature une ressource globale, accessible dans toutes les 
eaux nationales et internationales de la planète, son marché évolue actuellement 
vers une interdépendance mondiale en matière d’approvisionnements. Le commerce 
des produits halieutiques est en effet devenu le plus internationalisé de tous les 
commerces de produits alimentaires. 
 Le commerce du poisson joue un rôle très important pour certains pays, 
notamment les pays en développement. Il représente une importante source de 
revenus, crée des emplois et assure la sécurité alimentaire. En 2004, les échanges 
internationaux de poissons ont représenté une valeur d’exportation de 71,5 milliards 
d’euros, soit une progression de 23% par rapport à 2000 et de 51% par rapport à 
1994.  En valeurs réelles (la valeur est corrigée par rapport à l’inflation), les 
exportations de poissons et de produits dérivés ont augmenté de 17,3% pendant la 
période 2000-2004, de 18,2% entre 1994 et 2004 et de 143,9% entre 1984 et 2004. 
Plusieurs facteurs ont contribué à cette croissance, par exemple l’évolution de la 
demande de certains produits, les progrès technologiques, les variations des prix et 
des taux de change. 
 Dans les pays développés, la part des exportations de poissons par rapport au 
commerce total était de l’ordre de 0,6 à 0,8% pendant la période 1976-2004. Par 
contre, dans les pays en développement, la part du poisson dans les exportations 
totales a augmenté dans les années 70 jusqu’à la fin des années 80 (2,3% en 1988), 
puis chuté à 1,2% en 2004. 
 A cause de la nature périssable du poisson et de ses produits dérivés, plus de 
90% du commerce international des produits halieutique sont des produits 
transformés. Le poisson vivant et le poisson frais sont très appréciés, mais très 
difficiles à commercialiser. De plus, le commerce du produit frais doit faire face aux 
règles sanitaires et aux normes de qualité strictes. Les exportations de poisson 
congelé ont augmenté au cours de la dernière décennie, passant de 28% du total 
des exportations de poisson en 1994 à 36% en 2004. Les exportations de poisson 
séché, salé et fumé occupent 5% du total des exportations en 2004, soit une légère 
baisse au cours de la dernière décennie (FAO/SOFIA 2006). 
 Le tableau I.3. donne les 10 premiers pays exportateurs et importateurs 
mondiaux de poisson et de produits dérivés en 1994 et en 2004. En 2004, la Chine 
s’est retrouvée (depuis 2002) au premier rang mondial des exportateurs de produits 
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halieutiques avec un chiffre d’affaire de 6,6 milliards d’euros. La Norvège, qui avait 
été le troisième exportateur mondial en 2002, devient le deuxième exportateur pour 
une valeur de 4,1 milliards d’euros. La Thaïlande, troisième exportateur mondial avec 
4 milliards d’euros, était suivie des Etats-Unis (3,8 milliards d’euros), du Danemark 
(3,5 milliards d’euros) et du Viet Nam (2,4 milliards d’euros). Ce dernier, grâce à la 
croissance de sa production aquacole, a nettement augmenté ses exportations de 
poissons et de produits dérivés au cours de la dernière décennie, passant de 
0,3 milliards d’euros en 1992 à 2,4 milliards d’euros en 2004. 
 
Tableau I.3. : Principaux pays exportateurs et importateurs de produits halieutiques 
(FAO/SOFIA 2006). 
 
1994 2004 Taux de croissance annuel moyen Pays 
(millions d’euros) (%) 
Exportateurs 
Chine 
Norvège 
Thaïlande 
Etats-Unis 
Danemark 
Canada 
Espagne 
Chili 
Pays-Bas 
Viet Nam 
Sous-total 10 principaux 
exportateurs 
Total reste du monde 
Total monde 
 
2 320 
2 718 
4 190 
3 230 
2 359 
2 182 
1 021 
1 304 
1 346 
484 
 
21 243 
26 267 
47 511 
 
6 637 
4 132 
4 034 
3 851 
3 566 
3 487 
2 565 
2 484 
2 452 
2 403 
 
35 611 
35 897 
71 508 
 
11,1 
4,3 
-0,4 
1,8 
4,2 
4,8 
9,6 
6,7 
5,5 
17,4 
 
5,3 
3,2 
4,2 
Importateurs 
Japon 
Etats-Unis 
Espagne 
France 
Italie 
Chine 
Royaume-Uni 
Allemagne 
Danemark 
République de Corée 
Sous total 10 principaux 
exportateurs 
Total reste du monde 
Total monde 
 
16 140 
7 043 
2 639 
2 797 
2 257 
856 
1 880 
2 316 
1 415 
718 
 
38 063 
13 104 
51 167 
 
14 560 
11 967 
5 222 
4 176 
3 904 
3 126 
2 812 
2 805 
2 286 
2 233 
 
53 090 
22 202 
75 293 
 
-1,0 
5,4 
7,1 
4,1 
5,6 
13,8 
4,1 
1,9 
4,9 
12,0 
 
3,4 
5,4 
3,9 
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I.2. Le poisson chat Pangasius 
I.2.1. Généralités 
 Les poissons que nous étudions sont indigènes du Bas-Mékong. Ils 
appartiennent à l’ordre des Siluriformes (c’est le groupe des poissons-chats en 
général), sous-ordre des Siluroidei, famille des Pangasiidae, genre Pangasius. Les 
Pangasiidae sont des poissons tropicaux d’eau douce, dont l’aire de répartition 
globale se situe en Asie du Sud et du Sud-est, (Roberts et Vidthayon, 1991, Pouyaud 
et al, 2000). Malgré leur allure de squale, c’est-à-dire de requin, les poissons-chats 
sont des poissons inoffensifs. Omnivores, ils se nourrissent surtout de crustacés, de 
petits poissons et d’algues.  
 Presque toutes les espèces sont des poissons rhéophiles qui privilégient les 
eaux courantes des grands fleuves, où ils accomplissent des migrations vers l’amont 
à des fins de reproduction. Généralement ignorés des statistiques de production, les 
Pangasidés ont cependant une importance économique certaine dans les pays de la 
région. Ils ont donc une importance comparable aux deux autres grandes familles de 
poissons-chats que sont les Clariidae, produits en Afrique et en Asie, et les 
Ictaluridae (Channel catfish), produits en Amérique du Nord. 
 
 D’après Roberts et Vidthayanon (1991), les Pangasius se caractérisent par 
(Figure I.1) : 
• Une paire de barbillons maxillaires et une seule paire de barbillons 
mandibulaires, absence de barbillons nasaux, 
• des narines antérieures de taille similaire aux narines postérieures, 
• la présence invariable d’une petite nageoire adipeuse, 
• 6 ou 8-9 rayons sur la nageoire pelvienne, 
• 8 à 9 rayons sur la nageoire caudale, 
• 26 à 46 rayons sur la nageoire anale, 
• 39 à 52 vertèbres. 
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 Pangasius hypophthalmus (ca tra)   Pangasius bocourti (ca basa) 
(Photos Lazard, 2005) 
 
Figure I.1. : 2 espèces principales de poissons-chats du delta du Mékong. 
 
 Le Mékong compte 13 espèces de Pangasidés, qui présentent des 
caractéristiques variées, dont 8 sont des poissons de taille plutôt grande, atteignant 
au moins 50 cm de longueur et présentant un intérêt aquacole (Tableau I.4.). Parmi 
ces 8 espèces, deux sont géantes (Pangasius gigas et Pangasius sanitwongsei), 
elles peuvent atteindre 3 m et peser jusqu'à 300 kg.  
 Les Pangasidés vivent en eau douce, mais deux espèces sont euryhalines, 
i.e. tolérantes aux variations de salinité (Pangasius krempfi et Pangasius 
mekongensis), elles vivent dans l'estuaire du Mékong et remontent le fleuve en eau 
douce pour se reproduire (espèces anadromes). Les Pangasidés possèdent une 
respiration aérienne complémentaire, plus ou moins développée, grâce à une vessie 
natatoire particulière qui joue le rôle de poumon accessoire. Ainsi les Pangasidés et 
tout particulièrement Pangasius hypophthalmus sont-ils relativement tolérants vis-à-
vis des faibles teneurs en oxygène de l'eau. Le régime alimentaire de ces poissons 
est omnivore avec une tendance phytophage ou carnassière en fonction des 
espèces. Pangasius bocourti est notamment réputé pour sa consommation 
importante de matières végétales avec une tendance frugivore marquée. Comme 
chez tous les poissons-chats, la chair des Pangasidés est dépourvue d'arêtes 
fourchues intramusculaires qui truffent généralement la chair de nombreux poissons 
d'eau douce comme ceux de la famille des Cyprinidae. La texture de la chair peut 
être fondante (Pangasius bocourti) ou plus ou moins ferme en fonction des espèces 
et de leur provenance. Sa saveur est généralement peu prononcée. 
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Tableau I.4. : Les Pangasiidae d’intérêt aquacole présents dans le delta du Mékong 
(Cacot et Lazard, 2004). 
 
 Nom vietnamien 
Appréciation par 
les 
consommateurs 
Potentialités 
pour 
l’aquaculture (1) 
Pangasius krempi 
Pangasius mekongesis 
Pangasius hypophthalmus 
Pangasius bocourti 
Pangasius larnuadi 
Pangasius conchophillus 
Pangasius gigas 
Pangasius sanitwongsei 
Ca bong lau 
Ca tra ban 
Ca tra 
Ca ba sa 
Ca vo dem 
Ca hu 
Ca tra dau 
Ca vo co 
++++ 
+++/++++ 
+/++ 
+++ 
+++ 
+++ 
Espèce rare 
Espèce rare 
0 
+ 
++++ 
+++ 
+ 
+ 
0 
0 
 
(1) Potentialité pour l’aquaculture : 
0 : aucune référence sur l’élevage de l’espèce 
+ : seuls P. hypophthalmus (++++) et P. bocourti (+++) ont fait l’objet d’élevages permettant d’évaluer 
le potentiel à grande échelle. Pour les autres espèces, seuls des essais très préliminaire ont été 
effectués (+). 
 
I.2.2. La pangasiculture dans le delta du Mékong au Vietnam 
 Le Mékong prend sa source au Tibet et déroule ses 4 200 km à travers la 
Chine, le Laos, le long de la frontière Thaïlande-Laos, le Cambodge et le Vietnam. 
La totalité du delta se trouve à l’extrême sud du Vietnam. Avec un débit annuel de 
500 milliards de mètres cubes, le Mékong est le troisième fleuve d’Asie et le huitième 
au niveau mondial. 
 Le delta du Mékong (35 000 km2) est une vaste zone agricole très productive 
due à son climat chaud et humide (température moyenne 28°C, minimum 22°C et 
maximum 35°C) et aux conditions hydrologiques favorables. La zone dispose 
cependant d’eau en permanence et de crues modérées ; le delta bénéficie d’une 
régulation du débit grâce au grand lac Ton Le Sap en amont au Cambodge. Le Ton 
Le Sap absorbe en effet une bonne partie de l’eau qu’il restitue ensuite en saison 
sèche, sa surface fluctue ainsi entre 3 000 et 12 000 km2. Les remontées salines ne 
constituent un problème que sur la frange côtière du delta (jusqu’à 50 km à l’intérieur 
des terres), encore que la salinité soit mise à profit par les éleveurs de crevettes. Le 
delta était à l’origine un vaste marécage qui a été  mis en valeur durant le 19ème 
siècle et le début du 20ème, principalement durant la colonisation française. Le delta 
est quadrillé par un réseau de plus de 5 000 km de canaux. L’essentiel de ce réseau 
a été creusé entre 1890 et 1930 et a permis de conquérir des terres à l’ouest de 
delta (Cacot, 1993).  
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 Fort de ces bonnes conditions, le delta contribue aujourd’hui à la moitié de la 
production agricole du pays. Les agriculteurs pratiquent 2 ou 3 récoltes de riz par an. 
La production du riz dans le delta du Mékong permet d’assurer l’autosuffisance 
alimentaire du delta et la production est généralement suffisante pour également en 
exporter une partie. La production de riz tend cependant à diminuer au profit de la 
production fruitière (mangues, agrumes, goyave, longanes,…) plus rémunératrice. 
Les élevages sont également développés (monogastriques, porcs, volailles et 
poissons).  
 En raison d’un réseau dense de rivières, canaux, lacs et lagunes, 
l’aquaculture vietnamienne fut longtemps axée sur les poissons d’eau douce, d’abord 
dans le nord du pays avec des espèces de carpes, puis dans le delta du Mékong, 
berceau de la pisciculture des poissons-chats Pangasidae.  
 La production aquacole au Vietnam est estimée à 1 millions de tonnes en 
2007 toutes espèces et tous milieux confondus. La production de Pangasius 
représente à elle seule presque 40% de ce total (380 000 t) et elle est entièrement 
localisée dans le delta du Mékong, au Sud du Vietnam (Vietnam Fisheries 
Information Center (FICen), 2008). Cette filière d’élevage que l’on fait remonter aux 
années 1970 pour ce qui concerne les cages flottantes a considérablement évolué 
depuis une dizaine d’années, du fait notamment des progrès en matière de 
recherche (domestication), de technologie (systèmes d’élevage, alimentation) et des 
exigences du marché (qualité). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I.2. : Élevage en cages flottantes. 
(Photo : Le Nguyen, 2006). 
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 La filière reposait, jusqu’à la maîtrise de la reproduction en captivité (1995) 
des 2 principales espèces d’élevage (Pangasius bocourti ou « ca ba sa » en 
vietnamien et P. hypophthalmus ou « ca tra » en vietnamien), sur la capture d’alevins 
et de juvéniles dans le milieu naturel, principalement au Cambodge (Lazard et Cacot, 
1997). 
 Au milieu des années 1990, on estimait la production de Pangasius dans le 
delta du Mékong à environ 50 000 tonnes se répartissant en 15 000 - 30 000 tonnes 
en cages flottantes et 30 000 tonnes en étangs extensifs, essentiellement constitués 
par les étangs « à latrines », système d’élevage traditionnel de tout le Sud - Est 
asiatique (de la Chine à l’Indonésie). La filière était également caractérisée par 
l’élevage de 2 espèces distinctes correspondant chacune à un système d’élevage et 
à un marché spécifique :  
* Pangasius bocourti est le nouveau nom donné au Pangasius pangasius par 
Roberts et Vidthayanon (1991). Il peut atteindre 15 kg dans la nature. Il est doté 
d’une respiration aérienne. Son régime est omnivore. Il semble effectuer une longue 
migration jusqu’aux chutes de Khône au Laos pour sa reproduction. Il est élevé en 
cages flottantes. Ce poisson est caractérisé par une chair blanche, fondante et par la 
présence d’une importante masse de graisse périviscérale (jusqu’à 30% du poids 
vif). 
 
* Pangasius hypophthalmus est le nouveau nom donné par Roberts et Vidthayon 
(1991) au Pangasius micronemus. Il est encore confondu avec Pangasius sutchi qui 
est son synonyme le plus courant. Il peut atteindre 70 kg dans la nature. Il a en 
milieu naturel un régime omnivore à tendance phytophage (Lenormand, 1996) : 
détritus, racines, crustacés, fruits, insectes, mollusques et poissons. Sa vessie 
natatoire fait office d’organe de respiration aérienne, ce qui lui permet de s’adapter à 
des conditions d’élevage où la teneur en oxygène dissout est très faible, à cause 
d’un empoissonnement important (cage) ou d’un faible renouvellement en eau 
(étang). Au Vietnam, ce poisson est sexuellement mature pendant la saison des 
pluies (juin à novembre). Pangasius hypophthalmus est capable de se reproduire à 
partir de deux ans pour les femelles, un an et demi pour les mâles (Huilery, 2001). 
Ce poisson est caractérisé par une chair jaunâtre, plus ferme que celle de P. bocourti 
et une masse de graisse périviscérale plus faible. 
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 Jusqu’en 1995, la totalité de la production de poissons-chats du Mékong au 
Vietnam était basée sur la capture de juvéniles dans le milieu naturel, principalement 
dans la partie cambodgienne du fleuve. La première reproduction en captivité de ces 
2 espèces intervient en 1995 à Can Tho et Chau Doc dans le cadre d’un programme 
de coopération scientifique mené par le CIRAD (Centre de coopération internationale 
en recherche agronomique pour le développement) en collaboration avec l’IRD 
(Institut de recherche pour le développement) et avec trois partenaires vietnamiens : 
deux universités et l’entreprise semi-publique Agifish (Cacot et al., 2002 ; Cacot et 
al., 2003). Elle a totalement « révolutionné » la filière en levant le principal verrou : 
l’approvisionnement en alevins et juvéniles devenu à la fois problématique sur le plan 
politique (durcissement des relations politiques et économiques entre le Cambodge 
et le Vietnam, notamment sur le sujet très sensible des ressources halieutiques) et 
économique (l’envolée du prix des alevins et juvéniles de Pangasius était tel que ce 
poste représentait, en 1995, jusqu’à 52% des coûts de production de P. bocourti en 
cages flottantes). 
 La reproduction en captivité a fait apparaître de profondes différences de 
caractéristiques biologiques entre les 2 espèces. P. bocourti (la plus recherchée pour 
l’exportation) a révélé 3 handicaps majeurs pour une production massive d’alevins en 
conditions contrôlées : maturation complète difficile en captivité nécessitant un 
traitement hormonal de « finition », faible fécondité (5 000 – 7 000 oeufs par kg de 
femelle) et élevage larvaire inféodé à des structures intensives avec première 
alimentation à base de proies vivantes (Hung et al., 2001 ; Hung et al., 2002). 
P. hypophthalmus, sur ces 3 points, s’est révélé beaucoup plus performant : bonne 
maturation en captivité, fécondité élevée (70 000 œufs par kg de femelle), bonne 
survie en élevage larvaire extensif en étang fertilisé. Ces caractéristiques biologiques 
ont induit en quelques années une totale substitution de la principale espèce 
d’élevage en cages flottantes destinée à l’exportation : P. hypophthalmus s’est 
substitué à P. bocourti et constitue aujourd’hui plus de 95% des Pangasius exportés. 
P. bocourti n’est plus élevé que marginalement. 
 La couleur de la chair et le goût de vase de P. hypophthalmus élevé en 
structures intensives ont été radicalement modifiés : chair blanche grâce à l’absence 
des pigments liés à l’alimentation naturelle en étangs extensifs et absence de goût 
de vase. 
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 En 2007, la production totale de Pangasius destinée à l’exportation a atteint 
312 000 tonnes avec la valeur de 790 millions USD (Figure I.3. et Tableau I.5.). 
Celle-ci est effectuée pour la plupart sous forme de filets congelés produits dans 25 
usines du delta du Mékong. Ces filières ont employé plus de 35 000 personnes, dont 
au moins 20 000 pour l’élevage et 15 000 dans les usines de transformation.  
 Le poisson-chat Pangasius a connu au Vietnam un décollage réussi et un 
envol prometteur. Le poisson-chat est d’ailleurs devenu une véritable idole. A Chau 
Doc, la capitale de la région d’An Giang dans le delta du Mékong, il est vénéré. Des 
éleveurs lui ont dédié une statue de douze mètres de haut pour le remercier de leurs 
enrichissements.  
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Figure I.3. : Exportation du Pangasius du Vietnam (en quantité et en valeur). 
(Source : Vietnam Fisheries Information Center (FICen), 2008). 
 
Tableau I.5. : Exportation du Pangasius du Vietnam (par marché). 
 
2005 2006 2007 
Marché Quantité 
(1000 T) 
Valeur 
(millions USD) 
Quantité 
(1000 T) 
Valeur 
(millions USD) 
Quantité 
(1000 T) 
Valeur 
(millions USD)
EU 
USA 
ASEAN 
Russie 
China 
Autres 
Total 
55,1 
14,7 
19,9 
3,1 
1,8 
46,1 
140,7 
139,3 
35,3 
36,5 
5,6 
3,8 
107,7 
328,2 
123,2 
24,2 
26,9 
42,7 
1,1 
68,5 
286,6 
343,4 
72,9 
59,5 
83,2 
2,4 
175,4 
736,8 
141,6 
18,5 
27,8 
31,5 
15,6 
77,7 
312,7 
392,2 
59,8 
64,4 
61,1 
34,1 
179 
790,6 
(Source : Vietnam Fisheries Information Center (FICen), 2008) 
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I.2.3. La guerre du catfish 
 La guerre du «catfish » est une guerre commerciale entre les producteurs de 
poissons-chats vietnamiens et américains. Les Etats-Unis produisent des 
poissons-chats pour leur marché intérieur. Il s’agit du Channel catfish, Ictalurus 
punctatus, appartenant à l’ordre des Siluriformes, famille des Ictaluridae. La 
production en 2001 de poissons-chats américains était de 270 000 tonnes. La même 
année le marché américain importait 13 475 tonnes de Pangasius vietnamien 
(Fisheries statistics Divisions, USA, 2001). 
 Cette guerre a débuté en 2001 lorsqu’un groupe de représentants de toute la 
filière du catfish américain accusa les Pangasius vietnamiens d’être élevés en 
conditions non hygiéniques. Un sénateur américain soutint que la consommation de 
ces poissons pouvait être dangereuse pour la santé humaine compte tenu de la 
grande quantité d’agent orange déversée dans le delta lors de la guerre du Vietnam. 
Cette plainte fut réfutée par l’Ambassade des Etats-Unis au Vietnam qui, après 
enquête, conclut à la salubrité des produits vietnamiens. 
 Le second épisode eut lieu en mai 2002 avec l’interdiction pour tout poisson 
ne faisant pas partie de la famille des Ictaluridae d’être commercialisé aux Etats-Unis 
sous le nom de « catfish ». 
 Nous pouvons nous interroger sur la légitimité d’une telle décision. Le mot 
anglais « catfish » est le nom commun désignant toutes les espèces de l’ordre des 
Siluriformes qui comprend les poissons-chats vietnamiens, européens et américains. 
Cette décision a été ressentie par les exportateurs vietnamiens comme une barrière 
non tarifaire. En réponse, le Vietnam Association of Seafood Exporters and 
Processors (VASEP) a lancé la marque commerciale Pangasius pour l’exportation 
des poissons-chats vietnamiens. 
 Après un an de débats et d’enquêtes, le dernier épisode a eu lieu en été 2003. 
Certains exportateurs vietnamiens ont en effet été accusés de pratiquer le dumping 
sur leurs produits et le département américain du commerce a statué sur le montant 
des taxes anti-dumping à appliquer aux poissons-chats vietnamiens. Celles-ci 
s’échelonnent entre 36 et 64%. Cette décision a conduit à une baisse des cours, d’au 
moins 50% en une année. Aujourd’hui les producteurs sont en difficulté et attendent 
que les cours remontent. Un de ses principaux marchés se fermant, la filière doit 
aujourd’hui trouver de nouveaux débouchés. Le VASEP se tourne donc vers le 
marché européen après l’avoir négligé pendant 10 ans. 
Synthèse bibliographique 
 17
I.3. Le Tilapia 
I.3.1. Généralités 
 Les Tilapias appartiennent à la famille des Cichlidés et regroupent environ une 
centaine d’espèces. Ils forment désormais, à partir de quelques espèces 
endémiques africaines, la base de la pisciculture d’eau douce de la ceinture 
intertropicale du globe (Arrignon, 1993).  
 Les taxonomistes ont réparti ces espèces dans un certain nombre de petits 
groupes (Regan, 1920 ; Thys Van den Audenaerde, 1971). La plus récente 
classification par Trewavas (1982) divise les Tilapias en 3 genres : 
• Sarotherodon pour lequel le male et la femelle pratiquent l’incubation buccale 
des œufs, 
• Oreochromis pour lequel seule la femelle pratique ce type d’incubation, 
• Tilapia pour lequel il n’y pas d’incubation buccale. 
 
 En élevage, seul le genre Oreochromis est largement représenté avec quatre 
espèces principales : O. niloticus, O. aureus, O. hornorum, O. mosssambicus ainsi 
que le Tilapia rouge ou « Saint Pierre », issu du croisement de O. mossambicus 
mutant rouge mâle avec O. hornorum femelle (Lowe-McConnell, 1982). L’espèce 
piscicole la plus intéressante, le Tilapia nilotica (Oreochromis niloticus) est 
rencontrée dans tout l’ouest africain ainsi qu’en zone équatoriale.  
 Les Tilapias ont la capacité de vivre dans une grande variété d’eaux mais ce 
sont des poissons d’eau douce. Cette espèce est originaire de la Syrie et d’Egypte 
mais a été largement répandue en Afrique hors de sa zone d’origine pour compléter 
le peuplement des lacs naturels, des barrages déficients ou pauvres en espèces 
planctoniques ainsi que pour le développement de la pisciculture. Mais ces 
introductions ne se limitent pas à l’Afrique puisqu’on en trouve dans les lacs, fleuves 
et piscicultures un peu partout dans le monde comme en Amérique et en Asie 
(Welcome, 1988).  
 Ces poissons sont omnivores et digèrent la cellulose. Ils se nourrissent 
essentiellement de matières vivantes, mais leur alimentation peut être extrêmement 
variée.  
 Les espèces en milieu naturel se nourrissent principalement de 
phytoplanctons. En élevage, elles valorisent divers déchets agricoles comme le son 
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de riz, la farine basse de riz, les tourteaux d’oléagineux et acceptent facilement les 
aliments industriels sous forme de poudre ou de granulés (Arrignon, 1993). 
 Le Tilapia présente plusieurs atouts à l’industrialisation de la production, c’est 
un poisson robuste à la croissance rapide avec un haut taux de production. Il est 
tolérant à une grande variété de conditions et accepte l’encombrement du milieu par 
d’autres espèces. Le régime alimentaire est peu cher et il n’a pas besoin de 
beaucoup d’oxygène, ce qui permet des conditions de culture de haute densité. De 
plus, toute gamme d’élevage est possible et on observe un haut potentiel sur le 
marché.  
 Tilapia nilotica  Tilapia rouge 
Figure I.4. : 2 espèces principales de Tilapia. 
(Photos Ratnaporn, 2005) 
 
I.3.2. Le marché des Tilapias 
 Les Tilapias (toutes les espèces et hybrides) est le deuxième groupe de 
poissons d’élevage après la carpe. Ils sont élevés dans au moins 85 pays, la plupart 
de la production venant d’Asie (Chine, Thaïlande) et d’Amérique Latine (Équateur, 
Honduras et Costa Rica). 
 La production mondiale de Tilapia va bientôt atteindre les 4 millions de tonnes. 
Cependant, la quantité du commerce mondial du Tilapia est relativement faible, 
environ 10%. Les Etats-Unis sont le marché mondial principal, alors que les 
importations de l’UE sont estimées à 10 000 – 15 000 tonnes seulement (Josupeit, 
2008). 
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Tableau I.6. : Importation de Tilapia sur le marché américain 
(par type de transformation) (Josupeit, 2008) 
 
2004 2005 2006 2007 Jan 2007 
Juin 
2008 Type de transformation Milliers de tonnes 
Poisson entier congelé 
Filet congelé 
Filet frais 
Total 
57,3 
36,2 
19,5 
112,9
56,5 
55,6 
22,7 
134,9
60,8 
74,4 
23,1 
158,8 
46,9 
100,6 
26,2 
173,7 
26,6 
48,1 
13,6 
83,3 
25,6 
43,2 
15,4 
84,2 
 
Tableau I.7. : Importation de Tilapia sur le marché américain (par pays d’origine) 
(Josupeit, 2008). 
 
2004 2005 2006 2007 Jan 2007 
Juin 
2008 Pays d’origine 
Milliers de tonnes 
Chine 
Indonésie 
Taiwan 
Thaïlande 
Equateur 
Vietnam 
Panama 
Autres 
Total  
28,1 
4,3 
2,7 
0,7 
0,2 
0 
0,1 
0,1 
36,2 
44,1 
6,4 
3,1 
0,9 
0,3 
0,4 
0,2 
0,3 
55,6 
63,3 
7,1 
3,1 
0,2 
0,2 
0 
0,2 
0,2 
74,4 
87,5 
8,6 
2,6 
0 
0,4 
0,1 
0,2 
1,2 
100,6
42,4 
3,9 
1,1 
0 
0 
0 
0,1 
0,6 
48,1 
36,6 
4,8 
1,2 
0,1 
0,2 
0 
0,1 
0,2 
43,2 
 
I.4. Le bar 
I.4.1. Généralités 
 Le bar est un poisson Téléostéen, Perciforme, appartenant à la famille des 
Serranidae et au genre Dicentrarchus. Le genre Dicentrarchus renferme deux 
espèces : le bar commun (Dicentrarchus labrax) et le bar tacheté (Dicentrarchus 
punctatus).  
 Cette espèce erratique côtière est présente en Atlantique de 30° de latitude 
nord (Côte du Maroc) à 55° de latitude nord (Mer d’Irlande, Mer du Nord, Baltique). 
Elle est également présente sur toutes les côtes méditerranéennes (Barnabé, 1989) 
où elle est appelée Loup. Très ubiquiste, elle pénètre dans les lagunes côtières et 
l’embouchure des fleuves, qu’elle peut remonter sur plusieurs kilomètres. 
 Le bar mesure de 30 cm à 1m et pèse entre 5 et 7 kg. Il peut atteindre 1 m et 
peser jusqu’à 15 kg. Son habitat est le fond sableux, les rochers, les parois 
verticales, entre la surface et 50 m de profondeur. Sa période de reproduction est de 
janvier à mars en Méditerranée et de mai à août en Atlantique (Smith, 1990).  
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 Avec un prix de vente à la production qui a dépassé les 100 F/kg depuis 1984 
et une demande largement supérieure à l’offre, l’élevage du bar bénéfice d’un 
contexte économique particulièrement porteur. C’est heureux car les difficultés de 
l’élevage ne sont pas minces ; étant donné qu’il s’agit du premier poisson marin 
élevé à échelle commerciale en Europe, bien des choses restent encore à faire pour 
disposer d’une zootechnie de routine. En France, toutes les phases de la 
reproduction et de l’élevage jusqu’au stade juvénile sont protégées par un brevet 
(Bernabé,1989) et exploitées par plusieurs organismes.  
 
 
 
 
 
 
 
Figure I.5. : Bar (Dicentrarchus labrax) 
(Photo Mattei, 2005) 
 
I.4.2. Le marché du bar 
 Le bar est apprécié pour sa chair blanche délicatement parfumée. Il est 
généralement vendu entier, très rarement débité en tranches ou en filet. Dans ces 
derniers cas, il s’agit plus vraisemblablement d’un autre poisson (Anarhichas lupus 
ou poisson-loup), beaucoup moins goûteux. La réglementation (assez confuse) 
permet en effet de commercialiser ce dernier sous cette forme, avec la dénomination 
« filet de loup de mer » ou « filet de loup de l’Atlantique ». Certains professionnels 
abusent volontairement de cette confusion très rentable, puisque le prix de revient 
d’Anarhichas lupus peut être de deux à trois fois moins cher que celui du bar.  
 Un des plus grands succès dans l’histoire de l’aquaculture européenne est 
l’industrie d’élevage du bar en Méditerranée, qui, en moins de 20 ans, est passée de 
quelques mille tonnes à plus de 80 000 tonnes aujourd’hui (FAO Fisheries & 
Aquaculture Dicentrarchus labrax). 
 La Grèce reste toujours le producteur principal du bar, suivie de la Turquie, de 
l’Espagne et de l’Italie (Tableau I.8). 
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Tableau I.8. : Production mondiale du bar (Dicentrarchus labrax) (FAO 2006). 
 
2001 2002 2003 2004 2005 2006 Pays (Milliers de tonnes) 
Grèce 
Turquie 
Italie 
France 
Espagne 
Egypte 
Croatie 
Portugal 
Tunisie 
Autres 
Total 
25,6 
16,7 
12,2 
6,9 
2,9 
1,6 
1,6 
1,0 
0,5 
1,9 
70,8 
24,3 
15,1 
10,6 
7,6 
3,9 
2,6 
1,8 
0,9 
0,6 
2,3 
69,7 
25,4 
21,7 
13,0 
9,0 
4,6 
3,2 
1,8 
1,4 
0,5 
3,2 
83,8 
27,0 
15,0 
9,0 
3,8 
6,2 
NA 
NA 
1,5 
NA 
0,5 
83,0 
36,1 
21,1 
8,6 
4,3 
8,5 
NA 
1,9 
1,5 
NA 
0,5 
82,5 
34,0 
29,0 
9,0 
5,0 
7,3 
NA 
1,9 
1,5 
NA 
0,8 
88,5 
 
 
I.5. Diversité de la flore microbienne du poisson 
 La flore microbienne du poisson est en relation directe avec l’environnement 
aquatique dans lequel il évolue. La flore microbienne du poisson fraîchement péché 
dépend plus de l’environnement dans lequel il a été capturé que de l’espèce du 
poisson (Shewan, 1977). Elle est essentiellement répartie dans les viscères, la cavité 
buccale et les branchies, ainsi que sur la peau du poisson.  
 
I.5.1. Les bactéries des œufs du poisson 
 Les œufs du poisson sain sont stériles avant d’être fécondés. Ensuite, les 
œufs sont normalement colonisés par des flores bactériennes présentes dans l’eau 
(RingØ et Birkbeck, 1999). La surface glycoprotéineuse de la coquille des œufs est 
bien appropriée à l’adhérence et la colonisation des bactéries. Parce que l’oxygène 
est nécessaire pour l’éclosion, une grande quantité de bactéries à la surface des 
œufs peut aussi influencer l’éclosion. D’autres dangers pour la croissance des 
embryons peuvent être dus à la présence d’enzymes protéolytiques extracellulaires, 
les exotoxines libérées par l’épiflore (Hansen et Olafsen, 1999). Les œufs de morue 
de l’Atlantique sont normalement colonisés par Pseudomonas, Alteromonas, 
Aeromonas et Flavobacterium (Hansen et Olafsen, 1999).  
 
I.5.2. Les bactéries de la larve du poisson 
 L’épiderme et l’intestin de la larve sont stériles jusqu’à l’éclosion, puis ils sont 
colonisés par les bactéries aquatiques (Campbell et Buswell, 1983). Les bactéries 
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qui colonisent d'abord l'appareil gastro-intestinal des larves de poissons proviennent 
de l'epiflore résidente sur l'œuf à l'heure de l’éclosion, et des bactéries de l’eau 
(Hansen et Olafsen, 1999). La prise d’aliment intervient rapidement après l’ouverture 
de la bouche et elle donne un libre accès à tous les micro-organismes présents dans 
l’aliment et dans l’eau à l’intestin du poisson. Une fois que l'alimentation commence, 
la flore intestinale dérive plus de l'alimentation que des bactéries présentes dans 
l'eau. En raison de l’immaturité du système immunitaire de la larve du poisson, les 
défenses se fondent sur un mécanisme de défense non spécifique, dont les flores 
microbiennes intestinales intimement liées avec le mucus intestinal établissent une 
barrière primaire. La flore microbienne primaire sera donc établie à l'étape larvaire et 
se développera en flore persistante à l'étape juvénile ou après métamorphose 
(RingØ et Birkbeck, 1999).  
 
 Quand le poisson se développe, la flore bactérienne doit s’adapter à des 
conditions variables comme la composition des aliments, le pH, l’anaérobiose, la 
concentration des sels biliaires et les enzymes digestives, ainsi que l’influence 
mutuelle d’autres genres de la communauté bactérienne intestinale (Hansen et 
Olafsen, 1999). En général, Aeromonas spp., Pseudomonas spp. et les bactéries du 
groupe de Flavobacterium / Cytophaga sont les bactéries les plus communes dans 
les intestins des poissons d’eau douce (RingØ et Birkbeck, 1999). Quelques 
recherches indiquent la présence de bactéries lactiques dans les intestins de la larve 
du poisson (Kvasnikov et al., 1977 ; RingØ et Birkbeck, 1999). 
 
I.5.3. Les bactéries du poisson mature 
 La microflore du poisson est en relation directe avec l’environnement 
aquatique. Différentes espèces pêchées dans les mêmes lieux à la même saison, 
présentent la même microflore contaminante, alors que celle-ci diffère si les lieux de 
pêche sont différents (Sainclivier, 1983a). La microflore bactérienne du poisson 
reflète l’eau environnante parce que l’eau est le véhicule de la pollution. Des apports 
extérieurs : terre, débris organiques, pluies, ruissellement, déversements, marées, … 
sont des vecteurs de contamination microbienne.  
 
 La chair du poisson sain, vivant ou fraîchement pêché est stérile car la peau 
fait barrière et le système immunitaire du poisson empêche les micro-organismes de 
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se multiplier dans sa chair. Les régions contaminées sont les branchies, le mucus qui 
recouvre la peau et le tube digestif (Guiraud, 1998). Le nombre de microorganismes 
varie énormément de 102 à 107 UFC/cm2 de surface de peau (Liston, 1980) et de 103 
à 109 UFC/g dans les branchies ou les intestins (Shewan, 1962).  
 
 La flore microbienne intestinale du poisson reflète également la charge 
bactérienne de la nourriture ingérée et de l'environnement (Hansen et al.,1992). 
Dans le saumon, avec un pH de 3,5 à 4,5 dans l’estomac, le niveau de population 
bactérienne est dans la gamme de 2*104 à 105 (Austin et Al-Zahrani, 1988, RingØ, 
1993a). Des recherches ont étudié les genres bactériens adhérents au système 
gastro-intestinal. Trust et Sparrow (1974) ont trouvé un grand nombre de bactéries 
hétérotrophes aérobies liées à l’appareil gastro-intestinal des saumons au Canada. 
Ces résultats ont été confirmés plus tard sur la sole de Couvres, Solea solea L. (Mac 
Donald et al., 1986) et le char arctique (RingØ, 1993b). RingØ et StrØme (1994) ont 
trouvé une quantité constante de bactéries liées au petit et grand intestin du char 
arctique.  
 Des études japonaises ont décelé une charge élevée de bactéries dans 
l’appareil gastro-intestinal du poisson bien supérieure à celle des eaux 
environnantes, ce qui indique la présence d’une niche écologique favorable à ces 
bactéries (Muroga et al. 1987). De même, Larsen et al. (1978) ont trouvé jusqu’à 107 
UFC/g de bactéries du type vibrio dans l’appareil intestinal du cabillaud et 
Westerdahl et al. (1991) en ont isolé un grand nombre dans les intestins du turbot. 
 
I.6. Facteurs influençant la diversité de la microflore bactérienne du poisson 
 
I.6.1. Influence de la qualité de l’eau 
 La contamination par les égouts des eaux littorales implique la prédominance 
des bactéries à Gram négatif dans l’eau. Les genres Escherichia, Aeromonas, 
Klebsiella, Enterobacter, Enterococcus et/ou Clostridium y sont particulièrement bien 
représentés. Des niveaux de populations microbiennes importants, de l’ordre de 
107 UFC/cm2 ont été trouvés sur les poissons provenant d’eau chaude polluée. Dans 
les eaux polluées, on peut trouver des charges élevées d’Enterobacteriaceae. Ces 
microorganismes disparaissent toutefois rapidement dans les eaux propres (Huss, 
1995a). Ainsi, Gonzalez et al. (2001) ont pu mettre en évidence une différence 
importante de prédominance d’Aeromonas mésophiles dans la flore de poissons 
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d’eau douce provenant de rivières urbaines soumises à la pollution par rapport aux 
mêmes poissons élevés en aquaculture contrôlée dans la même région.  
 
I.6.2. Influence de la salinité de l’eau 
 Sainclivier (1983a) indique que les saumons subissent des variations de 
composition de leur flore intestinale directement reliées à la salinité des eaux qu’ils 
traversent. Selon que le poisson provient d’eau douce ou d’eau de mer, les espèces 
bactériennes qui vont coloniser le tube digestif sont différentes. Ainsi, le genre 
halophile Vibrio spp. est plus fréquemment rencontré chez les poissons d’eau salée 
que dans les poissons d’eau douce (Varma et al., 1989 ; Hörmansdorfer et al., 2000 ) 
et l’on observe l’inverse pour le genre Aeromonas spp. (Gram et al., 1990). 
Cependant, bien que l’espèce Shewanella putrefaciens soit caractérisée par son 
besoin en sodium, on peut également isoler des souches de S. putrefaciens dans 
des environnements d’eau douce (Spanggaard et al., 1993 ; DiChristina et DeLong, 
1994).  
 
I.6.3. Influence de la température de l’eau et des saisons 
 La température de l’eau influence également la prédominance de telle ou telle 
espèce bactérienne. Le poisson capturé dans des eaux propres et froides a une 
charge bactérienne plus faible que celle du poisson capturé dans les eaux chaudes. 
Plusieurs espèces de bactéries se trouvent à la surface du poisson. Elles se classent 
en psychrotropes, psychrophiles ou mésophiles selon leurs intervalles de 
température de croissance. Les psychrophiles ont un optimum de croissance autour 
de 15°C avec une température maximale de croissance proche de 20°C, mais ils 
peuvent encore vivre et se multiplier à 0°C. Les psychrotrophes sont capables de se 
développer à 0°C mais avec un optimum aux environs de 25°C. Les mésophiles qui 
croissent à des températures comprises entre 25 et 40°C sont isolés en nombres 
importants à partir des poissons des eaux plus chaudes. La microflore des poissons 
d’eaux tempérées est dominée par les bactéries psychrotrophes à Gram négatif en 
forme de bâtonnets appartenant aux genres Pseudomonas, Moraxella, 
Acinetobacter, Shewanella et Flavobacterium. Les membres de la famille des 
Vibrionaceae (Vibrio et Photobacterium) et des Aeromonodaceae (Aeromonas spp.) 
sont aussi des bactéries aquatiques courantes et typiques de la flore du poisson. 
Des bactéries à Gram positif comme Bacillus, Micrococcus, Clostridium, 
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Lactobacillus peuvent être également trouvées en quantité variable, mais ce sont 
généralement les bactéries à Gram négatif qui prédominent (Huss, 1995a).  
 Les variations saisonnières de la température peuvent influencer aussi la 
diversité de la flore microbienne des poissons.  
 Fernandes et al. (1997) ont montré que les dénombrements d’Escherichia coli 
et de Staphylococcus aureus sur des filets de poissons chats d’aquaculture prélevés 
dans le même bassin durant les 4 saisons étaient significativement plus faibles l’hiver 
que l’été et qu’à l’inverse les bactéries psychrophiles étaient plus nombreuses en 
hiver.  
 
I.6.4. Influence du régime alimentaire 
 Le régime alimentaire joue un rôle important dans l’établissement de la flore 
intestinale du poisson. Cependant, des changements de régime ont peu d’effet sur la 
population de la flore microbienne de l’intestin (Cahill, 1990). De plus, les bactéries 
intestinales du poisson peuvent être influencées par des probiotiques inclus dans les 
aliments. Les probiotiques sont des préparations de microbes vivants qui, une fois 
ingérés à concentration assez forte, vont affecter la santé des poissons en inhibant  
plusieurs microbes pathogènes (Gildberg et al., 1997 ; Byun et al., 1997). Les 
probiotiques les plus utilisés sont des Carnobacterium divergens (RingØ et 
Gatesoupe, 1998), des Lactobacillus rhamnosus (Nikoskelainen et al., 2001) et des 
Weissella hellenica (Cai et al., 1998).  
 
I.6.5. Influence de l’utilisation des antibiotiques 
 Un paramètre capable de modifier considérablement l’équilibre de la 
population bactérienne est l’utilisation d’antibiotiques, très répandue et même 
abusive dans les pays en voie de développement (Sarter et al., 2007). L’antibiotique 
peut sélectionner la population bactérienne. Le transfert potentiel des gènes de 
résistance des bactéries vers les animaux ou les humains peut se produire sur la 
chaîne alimentaire (Van den Bogaard et Stobberingh, 2000 ; Teuber, 2001).  
 Sarter et al. (2007) ont montré une grande résistance aux antibiotiques des 
bactéries des Pangasius du Vietnam. Actuellement, une antibiorésistance multiple a 
été trouvée dans un éventail de bactéries pathogènes ou opportunistes comme 
Campylobacter spp. (Randall et al., 2003), Klebsiella pneumoniae (Carneiro et al., 
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2003), Salmonella sp (Randall et al., 2004) et Pseudomonas aeruginosa (Ziha-Zarifi 
et al., 1999).  
 
I.6.6. Influence des facteurs dans les procédés de transformation 
I.6.6.1. Effet du froid 
Effet de la réfrigération : Un froid modéré (0 à 4°C) ne permet pas la destruction des 
bactéries, mais il provoque un ralentissement important du métabolisme (croissance 
et transformation) des germes non psychrophiles ou psychrotrophes (Guiraud, 1998). 
Pour les germes thermophiles, une meilleure survie dans les aliments peut aussi être 
observée. Ainsi, il a été montré que des Campylobacter jejuni inoculés dans une 
gamme d’aliments crus et transformés durant un stockage à des températures allant 
de 2 à 20°C survivaient mieux aux températures les plus basses (Curtis et al., 1995). 
Cependant, pour les poissons conservés sous glace, la quantité des bactéries 
double pratiquement chaque jour et après 2 à 3 semaines, elles atteignent 
108 -109 UFC/g de chair (Huss, 1995b).  
 
Effet de la congélation : La congélation est un procédé qui consiste à abaisser la 
température au cœur du poisson en dessous des températures de cristallisation. La 
congélation modifie les conditions de vie des microorganismes : augmentation du 
pH, diminution de l’eau disponible et des teneurs en éléments nutritifs. Elle agit aussi 
sur la perméabilité des membranes, ce qui expliquerait que les bactéries à Gram 
négatif soient plus sensibles au froid que les bactéries à Gram positif (Farell et 
Upton, 1978 ; Sheridan, 1982). Au dessous d’un certain seuil, la croissance des 
bactéries devient impossible. L’application de température inférieure à -18°C bloque 
le métabolisme de toutes les bactéries et provoque même la destruction de certains 
germes selon la durée d’entreposage, la vitesse de congélation et la nature du milieu 
(Guiraud, 1998). 
 De nombreux facteurs peuvent influencer la survie de bactéries au cours de la 
congélation. La phase de croissance des bactéries est un facteur important, les 
bactéries en phase stationnaire ont une résistance plus importante à la congélation 
que celles en phase exponentielle (Mackey et al., 1980). Une congélation rapide à 
-70°C détruit in vitro 80% des Pseudomonas aeruginosa, 30% des Escherichia coli 
initialement présentes mais est sans effet sur Staphylococcus aureus ni sur les 
spores de Bacillus megaterium (Sainclivier, 1993).  
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 Lund (2000) a aussi étudié la sensibilité de Staphylococcus aureus à la 
congélation sur des aliments différents comme le lait, la viande de bœuf et le poulet. 
Une réduction de 1 log des germes de S. aureus a été observé après stockage 
plusieurs mois à -22°C. Les psychrophiles (Achromobacter, Flavobacterium) 
résistent bien aux basses températures. D’autres germes mésophiles comme les 
Vibrio peuvent survivre au froid négatif jusqu’à -200°C (Nascumento et al., 1998).   
L’influence du temps de stockage est aussi connue et des études ont montré que la 
majeure partie de la destruction ou des dommages aux cellules bactériennes se 
produit pendant les étapes initiales du stockage, par exemple 1 ou 2 semaines 
(Speck et Ray, 1977).  
 Les études sur la susceptibilité des cellules végétatives de Clostridium 
perfringens à la congélation suggèrent que la matrice des aliments est importante 
pour la survie ou la mort des bactéries. Dans des viandes inoculées avec 
C. perfringens et congelées à -29°C, le nombre de germes viables a été réduit de 
89,5% en 42 jours. La même étude réalisée en utilisant le milieu de Ellner comme 
matrice donne 99,5% de réduction pour la même durée de stockage (Trakulchang et 
Kraft, 1977).  La matrice alimentaire affecte donc la survie des microorganismes lors 
de la congélation. 
 L’effet létal des phases de congélation et de décongélation est augmenté par 
les cycles de congélation/décongélation répétés en cours d’entreposage qui 
soumettent les membranes à une succession de stress importants.  
 Geiges (1996) a étudié la réduction de la population d’E. coli et d’autres 
microorganismes au cours de la répétion des 4 cycles de congélation/décongélation 
et a constaté une diminution du nombre de germes d’E. coli mais cette diminution 
varie selon le milieu de culture utilisé. Par contre, l’influence des cycles de 
congélation/décongélation sur les S. aureus et S. cerevisiae a été moins 
remarquable.  
 Plusieurs études ont montré une meilleure résistance à la congélation des 
cellules bactériennes si ces bactéries sont mises au froid peu de temps avant la 
congélation pour une adaptation. Le travail de Bollman et al. (2001) a prouvé que 
l’adaptation pendant 1h30 min avant la congélation améliore la viabilité des cellules 
d’E. coli après 28 jours de stockage à -20°C.  
 Sanders et al. (1999) ont montré que l’adaptation antérieure à 8°C pendant 
48h a permis une meilleure survie des bactéries lactiques après la congélation. Berry 
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et Foegeding (1997) ont également indiqué les effets positifs de l’adaptation 
antérieure à 10°C pendant 6h avant la congélation des cellules d’E. coli.  
 
I.6.6.2. Effet du traitement thermique  
 Les traitements thermiques par la chaleur entraînent la destruction totale ou 
partielle des microorganismes selon son intensité et les conditions de son utilisation. 
Les microorganismes pathogènes sont en général peu thermorésistants. Les 
bactéries sporulées sont plus thermorésistantes que les bactéries non sporulées. 
Toutefois, il existe des variations de thermorésistance des spores au sein d’une 
même espèce et entre espèces (Pendurka et Kulkarni, 1990).  
 Mulack et al. (1992) ont caractérisé les flores bactériennes après traitement 
thermique de filets de lieu noir et de terrines de poisson. Après une pasteurisation de 
15 min à 60°C, la flore des filets de lieu noir se compose principalement de 
Pseudomonas paucimobilis, Pseudomonas putida et Micrococcus varians. Dans les 
terrines de poisson, la microflore totale aérobie est restée abondante après un 
chauffage de 5 min à 70°C et Enterococcus faecium est la principale bactérie non 
sporulée vivante. Par ailleurs, on observe dans les deux cas une nette augmentation 
de la proportion de bactéries à Gram positif, ce qui est normal compte tenu de leur 
plus grande thermorésistance.  
 L’effet de la pasteurisation à la vapeur et par immersion dans l’eau chaude sur 
les bactéries de la viande du poulet a aussi été étudié. Une immersion dans l’eau 
chaude à 80 et 85°C pendant 20 sec a conduit à des réductions logarithmiques 
significatives de respectivement 1,09 et 1,25 UFC/g des bactéries totales. En 
revanche, le traitement à la vapeur à 90°C pendant 12 sec n’a pas réduit de façon 
significative les bactéries totales, la réduction des bactéries totales n’est observée 
que pour un temps de traitement à la vapeur de 24 sec (Whyte et al., 2003).  
 
I.6.6.3. Effet du séchage et du salage 
 Le technique du séchage à froid (température environ 40°C) stabilise le 
produit par la diminution de la proportion « d’eau libre » contenue dans l’aliment. 
L’eau libre est l’eau disponible pour le développement des microorganismes. 
L’abaissement de l’aw a un effet inhibiteur sur la croissance et la toxinogénèse, mais 
pas un réel effet destructeur sur la flore présente. Le séchage à chaud (température 
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en surface pouvant dépasser 100°C) agit également sur la destruction des 
microorganismes. 
 Un salage est souvent réalisé en complément du séchage pour son pouvoir 
inhibiteur sur certains pathogènes.  
 Lakshmanan et al. (2002a) ont montré que les bactéries halophiles formatrices 
d’amines (Pseudomonas, Alcaligenes, Moraxella, Flavobacterium et Photobacterium) 
ont disparu sur les filets de sardine (Sardinella gibbosa) salées-séchées immergées 
dans une solution de sel à 25% pendant 24h et séchées au soleil pendant 3 jours.  
 
I.6.6.4. Effet du fumage 
 Le fumage traditionnel du poisson est un traitement englobant séchage, 
fumage et parfois salage. Les composés de la fumée du bois sont connus pour leurs 
propriétés antiseptiques et bactériostatiques, en particulier les phénols et certains 
acides organiques comme l’acide acétique. Ces composés se déposent à la surface 
du filet et diffusent dans les tissus. Dans la pratique moderne, le fumage est surtout 
utilisé à des fins organoleptiques plus que comme moyen de conservation 
(Sainclivier, 1983b).  
 Il existe deux techniques de fumage : le fumage à froid (température inférieure 
à 25°C) et le fumage à chaud (température en surface pouvant dépasser 100°C). 
Dans le cas du fumage à froid, on ne cherche pas une destruction de la flore 
d’altération, mais une prolongation de la conservation par combinaison de facteurs 
(léger séchage et salage, conservation à l’abri de l’air, présence de phénols et 
température de stockage inférieure à 4°C) (Knockaert, 1990).  
 Sabanadesan et al. (2000) ont étudié la survie de Listeria innocua dans le 
saumon fumé à froid et ont montré qu’il y pas d’effet significatif de la température de 
fumage (18 à 30°C) sur la diminution du nombre de Listeria innocua présentes mais 
qu’il existe un effet significatif du temps de fumage. Une durée de fumage supérieure 
à 12 h entraîne 3 réductions logarithmiques de la population initialement présente sur 
le poisson.  
 Jemmi et Keusch (1992) ont prouvé que Listeria monocytogenes a été 
éliminée après un fumage à chaud à 65°C pendant 20 min, et n’a pas été retrouvée 
après 20 jours de stockage. Poysky et al. (1997) ont aussi trouvé que la température 
létale pour L. monocytogenes était 67,2°C si le fumage était appliqué au cours du 
séchage.  
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I.6.6.5. Effet du marinage (acidification) 
 Le marinage des produits alimentaires utilise souvent des acides organiques 
tels que l’acide acétique, l’acide lactique ou l’acide citrique (Sainclivier, 1983b). Un 
trempage dans un bain de marinage permet d’atteindre rapidement un pH inférieur à 
4,5, malgré le pouvoir tampon des protéines de la viande ou du poisson. Les acides 
peuvent provoquer une dénaturation des enzymes et des protéines, et ainsi 
provoquer des perturbations de la perméabilité membranaire des bactéries. Les 
acides agissent indirectement par la baisse du pH, mais certains acides ont un effet 
bactéricide propre lié à la molécule, comme par exemple l’acide acétique utilisé à 
forte dose dans le marinage.   
 Le travail de Salam (2008) sur l’effet du marinage à 2 et 3% d’acide acétique 
sur la qualité microbienne de la morue pacifique a montré une réduction significative 
de la croissance des bactéries aérobies et des bactéries lactiques. L’inhibition 
complète de la croissance des Enterobacteriacées et des Staphylocoques a été 
obtenue dans des filets marinés à l’acide acétique à 3% et 2% après 30 et 50 jours 
de stockage, respectivement.  
 Il existe une variabilité dans la tolérance à l’acidification entre les espèces 
bactériennes. Lin et al (1995) ont étudié la survie de plusieurs membres de la famille 
des Entérobactéries à différentes concentrations en acide. Certaines bactéries 
comme E. coli et S. flexeneri sont capables de survivre à des niveaux de pH très 
faible (2 à 2,5) dans les milieux complexes. Par ailleurs, S. typhimurium est capable 
de survivre jusqu’à pH 3.  
 
I.6.6.6. Effet synergique par association de différents procédés. 
 La combinaison de plusieurs procédés peut avoir une influence importante sur 
la létalité des bactéries. Ellasjosyula et al. (1998) montrent un effet conjugué des 
valeurs du pH de fermentation, de la température et du temps de chauffage sur la 
destruction d’Escherichia coli O157 :H7 et de Salmonella typhimurium dans des 
saucisses de type Lebanon Bologna. La fermentation seule entraîne 2 réductions 
logarithmiques de la population des 2 pathogènes, et le chauffage seul entraîne 
3 réductions logarithmiques de la population. Cependant, la combinaison de la 
fermentation à pH 4,7, suive par un chauffage à 48,9°C pendant 3h conduit à 
7 réductions logarithmiques de la population des 2 pathogènes. Dans une étude sur 
le même produit (saucisses fermentées de type Lebanon Bologna), Chickthimmah et 
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al. (2001) ont étudié l’influence du chlorure de sodium en combinaison avec la 
fermentation sur la survie d’Escherichia coli O157 :H7. La fermentation à pH 4,7 à 
37°C a réduit la population d’E. coli O157 :H7 d’environ 0,3 log avec ou sans sel. La 
destruction d’E. coli O157 :H7 pendant le chauffage d’un produit fermenté à 46,1°C a 
été significativement réduite en présence de 3,5% de NaCl et 156 ppm de NaNO2 en 
comparaison avec les produits sans traitement salin.  
 Clavero et Beuchat (1996) ont étudié l’influence du pH (6, 5,4 et 4,8), de 
l’activité de l’eau (0,90 à 0,99) et de la température (5 à 37°C) lors de la fabrication 
du salami sur la survie d’E. coli, ainsi que les interactions entre ces facteurs. Ils ont 
montré ainsi que les cellules bactériennes étudiées survivent mieux à 5°C qu’à 20 ou 
30°C mais que l’inhibition de la croissance a été augmentée par une diminution du 
pH ou de l’activité de l’eau.   
 
I.7. La traçabilité 
I.7.1. Définition 
 La traçabilité est un processus qui permet de retrouver un produit ou un 
service depuis sa création jusqu’à sa destruction. Plusieurs définitions ont été 
données à la traçabilité dont voici les plus importantes. 
 La traçabilité est définie par l’Organisation internationale de normalisation 
(ISO 9000-2000) comme « l’aptitude à retrouver l’historique, la mise en œuvre ou 
l’emplacement de ce qui est examiné. Dans le cas d’un produit, elle peut être liée à 
l’origine des matériaux et composants, l’historique de la réalisation, la distribution et 
l’emplacement du produit après livraison » (ACTA-ACTIA, 1998). 
 Selon la version de la norme ISO 8402-1984, la traçabilité est « l’aptitude à 
retrouver l’historique, l’utilisation ou la localisation d’un article ou d’une activité, ou 
d’article et d’activité semblables, au moyen d’une identification enregistrée ». 
 La traçabilité est un instrument de sécurisation des aliments et aussi un outil 
de gestion et de rationalisation de la chaîne de valeur alimentaire. La traçabilité ne 
s’applique pas toujours globalement. Il peut y avoir différents modes d’utilisation de 
la traçabilité. Selon que l’on s’intéresse à l’origine ou à la destination des produits, on 
parle de traçabilité ascendante ou descendante (Green et Hy, 2002).  
 La traçabilité ascendante permet, à tous les stades, à partir d’un lot de produit 
fini, de retrouver l’historique et l’origine du lot. Ainsi, grâce aux enregistrements des 
données, de l’étalonnage des outils, des procédures de contrôle et des résultats, il 
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est possible de retrouver l’origine d’une défaillance survenue au cours du transport, 
de la transformation, voire de la production de la matière première agricole. 
 La traçabilité descendante ou avale consiste à retrouver la destination 
industrielle ou commerciale d’un lot de produits agricoles : stockage chez le 
fabricant, livraison sur le lieu de vente, mise en linéaire. Là aussi, grâce aux 
enregistrements des données et aux contrôles spécifiques, le problème sur un lot 
peut être limité. 
 La traçabilité alimentaire fait actuellement l’objet de débats dans différents 
Comités du Codex Alimentarius. Un congrès de deux jours réunissant pour la 
première fois légistes et scientifiques a été organisé à Montpellier pour analyser, 
comprendre le sens et les implications du règlement européen CE N° 178/2002 
(Gérard et al., 2004). Un bon nombre d’experts estiment que la définition ISO 
actuelle de la traçabilité couvre un champ trop large pour être utilisée dans le 
contexte spécifique de la chaîne alimentaire. Le Comité du Codex Alimentarius pour 
le poisson et les produits de la pêche a convenu d’utiliser le terme « traçage du 
produit » à la section 3.7 du projet de Code des usages adopté par la Commission 
du Codex. Néanmoins, l’utilisation et définition définitive des termes de traçabilité ou 
de traçage du produit dépendront de l’issue des débats au sein du Comité du Codex 
sur les principes généraux (Comité des pêches, 2004). 
 Le Règlement CE N° 178/2002 définit la traçabilité comme étant : « la capacité 
de retracer, à travers toutes les étapes de la production, de la transformation et de la 
distribution, le cheminement d’une denrée alimentaire, d’un aliment pour animaux, 
d’un animal destiné à la production de denrées alimentaires ou d’une substance 
destinée à être utilisée à cet effet ». Le règlement exige aussi que les fournisseurs et 
les clients de chaque lot soient identifiables et que les opérateurs du secteur 
industriel mettent en place des systèmes pour faciliter l’accès des inspecteurs à ces 
informations. Les produits alimentaires circulant sur le marché doivent être 
également étiquetés pour faciliter leur traçabilité.  
 Avec ce règlement, la traçabilité devient une obligation règlementaire qui 
s’ajoute à une autre obligation : celle de mettre sur le marché des denrées sûres.  
 
I.7.2. Importance de la traçabilité en agro-alimentaire 
 La traçabilité est un terme générique qui recouvre différents concepts : 
sécurité, transparence de l’origine des produits, loyauté des transactions 
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commerciales et la qualité en général. Dans de nombreux cas, elle restait une 
démarche volontaire qui s’inscrivait dans un souci de confiance et de qualité d’un 
produit ou d’un service pour le consommateur (ACTA-ACTIA, 1998). Il est 
maintenant nécessaire pour les producteurs, a minima, de garantir la sûreté de leurs 
produits et d’y ajouter la traçabilité. En plus d’une obligation légale, la traçabilité peut 
avoir des retombées sur le marketing et être un avantage pour son commerce. La 
confiance du consommateur signifie un meilleur marché, un meilleur prix. Le coût de 
traçabilité peut être remboursé.  
 La traçabilité est aujourd’hui devenue la préoccupation constante pour tous les 
acteurs de la chaîne alimentaire. Les producteurs, transformateurs, distributeurs 
doivent identifier et résoudre les points critiques, respecter les réglementations, 
effectuer des autocontrôles (Règlement CE N° 2073/2005) ; les services publics 
doivent établir et faire respecter les réglementations relatives à la maîtrise de 
l’hygiène ; les consommateurs doivent être informés de la nature des produits. 
 Durant les deux dernières décennies, de nombreux scandales et crises ont 
secoué le secteur agro-alimentaire. Les problèmes liés aux crises de la listériose, de 
la vache folle, des dioxines et le rejet des OGM (organismes génétiquement 
modifiés) attirent l’attention du consommateur sur le problème de sa qualité de vie et 
de la qualité de ses aliments. L’obligation d’informer le consommateur lors d’un 
problème sanitaire a créé un climat de méfiance du consommateur vers l’industriel 
(Règlement CE N° 178/2002). Le consommateur est donc demandeur du 
développement du principe de précaution ainsi que de techniques sécuritaires vis-à-
vis de la production et de la commercialisation des aliments. Le marché des denrées 
alimentaires s’étant largement globalisé, du moins dans les pays industrialisés, les 
différentes crises ont amené un bon nombre d’entreprises à mettre en place des 
systèmes de traçabilité pour répondre à leurs besoins propres et pour satisfaire les 
besoins du client.  Les entreprises ont recours à la traçabilité administrative, un 
instrument très développé pour rassurer d’avantage les consommateurs par rapport 
à la qualité d’un produit tout au long de la chaîne de production et de transportation 
jusqu’à la consommation et surtout en permettant de détecter les responsabilités en 
cas de crise sanitaire. La traçabilité permet aussi de gérer plus rapidement les crises 
et donc de pouvoir retirer rapidement des lots de marchandises potentiellement 
dangereuses pour la santé des consommateurs. La traçabilité est aussi nécessaire 
dans le commerce et la concurrence, pour le choix des fournisseurs par les clients et 
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plus particulièrement par des distributeurs. De plus, le système de traçabilité apporte 
des précisions sur la composition du produit et sur son parcours technologique. Ces 
aspects sont primordiaux pour l’innocuité et la qualité des aliments ainsi que sur leur 
étiquetage pour la mise sur le marché. 
 
 La traçabilité permet aussi d'ajouter de la valeur aux produits, de créer de 
nouveaux services par l'innovation en utilisant la traçabilité comme levier stratégique 
dans la gestion des biens des services et des personnes (identification, 
authentification, localisation, sécurisation, services associés). 
 Les systèmes de traçabilité ne doivent pas être perçus uniquement comme 
une barrière au commerce mais également comme une possibilité d'améliorer la 
gestion dans l'ensemble de l'industrie, la position sur le marché et l'avantage 
compétitif. 
 
 L’obligation de traçabilité peut être considérée comme une partie 
fondamentale du système HACCP (Analyse des dangers-points critiques pour leur 
maîtrise), puisque le système est sans signification sauf si les données sont 
enregistrées par rapport à un numéro de lot qui mentionne non seulement le jour et 
la période de la réception ou de l’envoi mais également l’origine de la matière 
première utilisée, et sa transformation, laquelle implique une obligation de traçabilité.  
 Les systèmes de traçabilité recouvrent de nombreux aspects, liés aux 
systèmes techniques, à la gestion, la réglementation, l'économie et la 
communication. Dans la pratique, les systèmes employés pour assurer la traçabilité 
ne sont pas imposés par la réglementation et vont des simples systèmes sur support 
papier aux solutions totalement automatisées basées sur les Technologies de 
l'Information.  
 
 Actuellement, la traçabilité est appliquée à quasi tout le secteur agro-
alimentaire. La diversification des circuits, le développement technologique, 
l’évolution des comportements des consommateurs et la maîtrise des conditions 
d’hygiène et de sécurité contribuent à instaurer un nouveau mode de gestion des 
risques alimentaires. La sécurité est abordée de manière globale au sein d’une 
entreprise, d’une filière et même au niveau international. Elle a conduit les autorités 
tant nationales que communautaires à mettre en place des réglementations très 
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strictes en matière de traçabilité. Du point de vue de l’UE (Union Européenne), la 
traçabilité a pour fonction première le retrait ciblé des produits en cas de nécessité. 
En outre, elle vise à garantir la protection contre la tromperie et le libre choix du 
consommateur. Les deux filières les plus strictement réglementées, au niveau de la 
traçabilité sont celle de la viande bovine et celle des produits OGM. Pour la filière de 
fruits et légumes, il existe une réglementation moins spécifique, telle que le décret 
sur l’étiquetage qui mentionne la présence du lot de fabrication sans toutefois définir 
ce lot. Dans le cas de la filière poisson, une réglementation communautaire a été 
mise en place à partir du janvier 2002 (Règlement CE N°2065/2001). Elle concerne 
des dispositions obligatoires en matière d’information des consommateurs sur 
l’étiquetage des produits de la pêche et de l’aquaculture. 
 
I.7.3. Législation européenne pour la traçabilité 
 Le Traité de Rome ne comporte que quelques dispositions sur la politique 
sociale, considérée alors comme un prolongement des mesures économiques. Elle 
ne concerne pas des dispositions pour les consommateurs. Jusqu’à 1972, pour la 
première fois le Conseil des ministres de la Communauté Économique Européenne 
(CEE) a discuté sur la nécessité de protection et d’information des consommateurs. 
Mais il faudra attendre l’Acte unique européen de 1986, ainsi que le Traité de 
Maastricht de 1992 pour que la Communauté Européenne (CE) se fixe comme 
objectif, dans son article 153 (ex-article 129A) le principe suivant « Afin de 
promouvoir les intérêts des consommateurs et d'assurer un niveau élevé de 
protection des consommateurs, la Communauté contribue à la protection de la santé, 
de la sécurité et des intérêts économiques des consommateurs ainsi qu'à la 
promotion de leur droit à l'information, à l'éducation et à s'organiser afin de préserver 
leurs intérêts » (Ferrier, 1996). 
 Le règlement n°178/2002, appliqué au 1er janvier 2005, de l’UE met en avant 
l’obligation de salubrité générale des produits alimentaires, qui affecte toutes les 
entreprises alimentaires de l’UE de même que les importations alimentaires. Le 
règlement oblige légalement les entreprises à garantir « la traçabilité des denrées 
alimentaires, des aliments pour animaux, des animaux producteurs de denrées 
alimentaires et de toute substance devant être incorporée dans une denrée ou un 
aliment pour animaux à tous les niveaux de la production, de la transformation et de 
la distribution ».      
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 L’UE a adopté de nouvelles directives, les règlements CE 852, CE 853 et CE 
854 en 2004 pour fournir plus de détail sur la façon de se conformer aux normes 
relatives à la traçabilité et à la qualité des aliments du règlement n° 178/2002 
antérieur. Ces règlements sont entrés en vigueur le 1er janvier 2005. 
 
 A ce jour, la réglementation en vigueur dans l’Union Européenne impose la 
fourniture de certificats sanitaires qui doivent accompagner tous les produits 
alimentaires importés vers l’UE. (Règlement CE N° 1664/2006).  Un modèle de 
certificat sanitaire est établi pour chaque pays tiers (Thaïlande : 94/325/CE ; 
Malaisie : 96/608/CE ; Vietnam : 1998/813/CE). Ce document, qui est vérifié par la 
douane lors de chaque arrivage, comporte 4 grands chapitres : identification des 
produits, origine des produits, destination des produits et attestation sanitaire. 
 
I.7.4. La traçabilité du poisson et des produits halieutiques 
 La traçabilité n’est pas un nouveau concept pour le poisson et les produits de 
la pêche. Le poisson frais est un produit fortement périssable et le système de 
traçabilité a été utilisé systématiquement dans l’industrie halieutique, en particulier 
depuis l’introduction des règlements HACCP.  
 La filière pêche se caractérise par : la nature de ses produits qui sont 
essentiellement de capture, les quantités pêchées aléatoires, la saisonnalité pour 
certains espèces, le caractère migratoire pour d’autres, la localisation dans des 
zones différentes selon l’âge ou la maturité sexuelle pour d’autres encore, le délai 
variable entre la capture et le débarquement lié à l’éloignement de la zone de pêche 
(pêche côtière et pêche hauturière) et la courte durée de conservation des produits 
(Montet, 2004). 
 Durant ces dernières années, le commerce international des produits 
piscicoles a dû faire face aux principaux problèmes suivants : l’évolution de mesure 
de contrôle de la qualité et de la sécurité sanitaire dans les principaux pays 
importateurs ; l’introduction de nouvelles prescriptions en matière d’étiquetage et de 
traçabilité ; l’adoption des directives de la FAO (Food and Agriculture Organization) 
pour l’étiquetage écologique du poisson et des produits de la pêche provenant de 
capture marine  et également par des différents commerciaux entre pays 
importateurs et pays exportateurs motivés par des accusations de dumping des 
produits de l’aquaculture et de subventions à la production (FAO/SOFIA 2006). 
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 Depuis le 1er janvier 2002, l’UE (Union Européenne) a publié une loi sur la 
traçabilité de poissons, qui oblige les producteurs à mentionner sur l’étiquetage du 
produit : le nom commercial de l’espèce et le nom latin ; l’origine du poisson naturelle 
ou aquacole ; le pays d’origine du poisson ; issu de la pêche en eau douce naturelle 
ou d’élevage et l’océan ou la mer d’origine pour les espèces marines naturelles. Le 
consommateur doit savoir si le poisson est sauvage avec mention de la zone de 
capture, s’il est issu d’eau douce ou d’eau de mer avec la mention du pays d’origine 
(FAO/SOFIA 2002). 
 
 Dans le cadre du Comité des pêches de la FAO qui s’est déroulé en Espagne 
en 2006, à la  neuvième session, le Sous-comité du commerce du poisson a déclaré 
son soutien à l’activité de la FAO dans le domaine du commerce du poisson et en 
particulier pour la fourniture d’une assistance technique et au renforcement des 
capacités en matière de qualité et de sécurité sanitaire du poisson, y compris 
l’analyse des risques et la traçabilité. Les participants ont aussi discuté sur la 
préoccupation des problèmes de sécurité sanitaire ayant ou pouvant avoir un effet 
sur le commerce international du poisson. Les consommateurs doivent avoir la 
perception de la sécurité sanitaire du poisson, parmi lesquels les dioxines et les 
biphényls polychlorés dans le saumon, la farine de poisson et ESB (encéphalopathie 
spongiforme bovine) et les résidus antibiotiques dans les produits aquacoles (Comité 
des pêches, 2006). 
 A la vingt-septième session du Comité des pêches à Rome en 2007, le 
Comité a reconnu l’importance de la traçabilité pour le commerce du poisson. Outre 
l’assurance de qualité sanitaire des produits, la traçabilité permet en effet dans 
certains cas, d’empêcher la pénétration sur les marchés nationaux et internationaux 
de poissons capturés lors de pêches illicites, non déclarées et non réglementées. Il a 
également souligné qu’il convenait de mettre au point des mécanismes simples et 
concrets de traçabilité pour la pêche artisanale. Le Comité a estimé que ces 
mécanismes devraient être compatibles avec les règles de l’OMC (Comité des 
pêches, 2007). 
 Au sein de l’UE, une nouvelle législation relative à l’hygiène des denrées 
destinées à l’alimentation humaine et animale est entrée en vigueur le 1erjanvier 
2006. Cette législation fait partie intégrante de la stratégie de l’UE dite « de la ferme 
à la table » en matière de sécurité des denrées alimentaires. Pour satisfaire les 
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exigences de cette législation, les techniques de traçage doivent être améliorées en 
commençant du producteur primaire (aliments pour animaux et antibiotiques 
thérapeutiques utilisés en aquaculture), jusqu’au traitement postérieur à la récolte, à 
la transformation et à la distribution (Comité des pêches, 2006). 
 Aux États-Unis, plusieurs réglementations préconisent des systèmes de 
traçabilité dans le domaine de la production des produits halieutiques. Le Public 
Health Security and Bioterrorisme Preparedness and Reponse Act de 2002 et les 
règlements pertinents comportent plusieurs exigences visant à améliorer la 
traçabilité. Le Farm Security and Investment Act des Etats-Unis de 2002 (Farm Bill) 
exige que les détaillants notifient leurs clients du pays d’origine des produits de la 
pêche depuis le 30 septembre 2004. Il faut également signaler aux consommateurs 
si le produit visé est un « produit sauvage » ou un « produit d’élevage ». Cette 
disposition n’est pas considérée comme une mesure de salubrité des aliments mais 
comme un renseignement fourni aux consommateurs pour les aider à choisir les 
aliments qu’ils achètent (Anonyme n°1, 2004). 
 Dans certaines régions du monde, le poisson est produit par un très grand 
nombre de petites sociétés de pêches. Il est donc très difficile de fournir aux 
consommateurs un dimensionnement précis des poissons et une surveillance 
suffisante dans une telle chaîne d’approvisionnement ou exercent un grand nombre 
de petits pêcheurs largement dispersés et beaucoup ne savent ni lire ni écrire. Dans 
d’autres régions, les poissons peuvent transiter par les marchés de gros et les 
systèmes de traçabilité doivent s’adapter aux pratiques traditionnelles. Les 
collecteurs de poissons comme on peut le voir au Vietnam en particulier, recueillent 
des poissons venant de nombreuses petites fermes et il devient impossible à ce 
niveau de définir formellement l’origine des poissons. Dans ce cas, l’origine se situe 
au niveau de l’entreprise de transformation et non au niveau du producteur.  Les 
opérateurs en aquaculture font face à des problèmes particuliers avec la traçabilité 
car la chaîne ne se limite pas au poisson. Celui-ci reste le simple produit 
intermédiaire de la transformation qui peut être très importante comme dans les plats 
cuisinés.  Le système de traçabilité doit inclure des procédés visant à l’identification 
des lots séparés des divers produits utilisés par le fermier, tels les aliments à base de 
farine de poisson, les produits vétérinaires, les alevins ou les œufs, les additifs et 
autres ingrédients et le stock de reproduction (Anonyme n°2, 2002). 
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 Les différentes techniques commerciales de traçage des poissons et des 
produits de pisciculture ont été décrites par Håstein et al. (2001), on trouve : les 
marques externes telles que les étiquettes de faible taille accrochées directement 
dans la chair des poissons de la marque Floy, ou Carlin et les transmetteurs passifs 
intégrés  comme l'injection de marqueurs chimiques à l’aide de substances 
inorganiques comme le nitrate d’argent ou le nitrate de potassium, les pigments, 
l’oxytétracyline,…  
 Ces marqueurs peuvent permettre de distinguer les poissons d’origine 
naturelle et les poissons d’élevage. Cependant, ces méthodes ne sont utilisées qu’en 
recherche pour étudier les populations ou identifier les poissons d’aquaculture qui 
s’échappent vers les rivières. Pour le commerce du poisson, ces méthodes ne 
peuvent pas être appliquées car il est difficile de marquer chaque poisson de façon 
individuelle et il est de plus interdit de rajouter des substances chimiques non 
autorisées aux produits alimentaires. Les poissons pourraient être tracés par un 
marquage à chaud ou à froid, comme par exemple le marquage par laser. Toutefois, 
ces type de marquage peuvent créer des blessures et influencer la croissance des 
poissons (Berge, 1990 ; Hargreaves, 1992), il est par contre possible de penser à 
ces techniques pour du poisson mort. Le marquage par jet d’encre avec le bleu 
alcian a été appliqué pour tracer le saumon atlantique. Après six mois de 
conservation, ce marquage reste encore visible (Herbinger et al., 1990). 
 La traçabilité génétique grâce à la caractérisation de l’acide 
désoxyribonucléique se développe assez rapidement pour les élevages de 
reproducteurs ainsi que pour les populations sauvages. Cette technique présente un 
degré très élevé de fiabilité pour confirmer ou infirmer l’origine, l’ascendance ou la 
souche des animaux ou des produits; elle peut également servir de preuve devant 
les tribunaux (Håstein et al., 2001)  
 
I.8. Détermination de l’origine géographique 
I.8.1. Objectif  
 La détermination de l’origine géographique est considérée comme un élément 
clef de la traçabilité. 
La détermination de l’origine géographique a trois objectifs : 
• Créer de la valeur ajoutée autour du produit, 
• Crédibiliser la communication, 
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• Développer de bonnes pratiques professionnelles entre les acteurs de la 
chaîne (Debord, 2003).  
 
 Un des meilleurs exemples de la mise en valeur de l’origine en alimentaire est 
le système des appellations européen (IGP, AOP) qui permet de mettre en valeur la 
relation terroir - origine géographique. 
 Les consommateurs sont demandeurs d’information sur l’origine des produits 
qu’ils consomment. Afin de garantir leur confiance, la détermination de l’origine 
géographique doit permettre de protéger des produits dont l’origine est déclarée, les 
systèmes de production labellisés et de prévenir les fraudes par rapport au cahier 
des charges des producteurs, des transformateurs et des distributeurs. 
  
I.8.2. Méthodes analytiques permettant la détermination de l’origine 
géographique 
 Il faut imaginer des méthodes analytiques qui prennent en compte des 
éléments de l’environnement de l’aliment que l’on pourra retrouver dans l’aliment 
final. 
 
I.8.2.1. Eléments minéraux et oligoéléments 
 Les éléments minéraux et les oligoéléments sont considérés comme un 
groupe de constituants des aliments prometteurs pour la détermination de l'origine 
géographique car on peut supposer qu’ils proviennent de l'environnement local. Les 
aliments peuvent ainsi être caractérisés par le profil des oligoéléments naturels 
provenant des sols aussi bien que par le profil spécifique des minéraux apportés par 
l’eau, l’air ou le régime alimentaire (Pfeifer et al., 2000).  
 La quantité et la composition des éléments dans le sol est une des 
caractéristique des régions. Par exemple, la concentration de Se dans le sol 
américain est bien supérieure à celle trouvée en Europe. La spectroscopie 
d’absorption atomique a été appliquée pour déterminer la quantité de Se dans la 
viande de bœuf. Franke et al. (2005) ont ainsi montré que la viande de bœuf de 
l’Amérique du nord contient approximativement deux fois plus de Se que celle du 
Suisse. 
 L’origine géographique du thé peut être déterminée par des oligoéléments 
comme Cd, Co, Cr, Cs, Hg, Li, Rb,… mesurée par ICP-AES (Inductively coupled 
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plasma atomic emission spectrometer). Une distinction entre le thé africain et le thé 
chinois, ainsi que d’autres thés asiatiques a pu être déterminée (Marcos et al., 1998 ; 
Fernández-Cáceres et al., 2001). L’ICP-AES et l’ICP-MS (Inductively coupled plasma 
mass spectrometry) ont été employés pour mesurer 22 oligoéléments dans des 
échantillons de jus d’orange australiens et brésiliens (Simpkins et al., 2000).  
Ariyama et al. (2004) ont discriminé, par l’analyse des oligoéléments, l’origine 
géographique d’oignons commercialisés au Japon ou en Chine. Smith (2005) a 
proposé une méthode pour déterminer le pays d’origine de l’ail en comparant son 
profil en oligoéléments à une base de données. La douane américaine peut ainsi 
retrouver les pays exportateurs d’ail pour appliquer la loi anti-dumping. Les 
différences significatives dans les compositions métalliques ont permis de 
différencier l’origine géographique du vin (Fras et al., 2003).   
 Les effets artificiels, tels que la pollution industrielle, l’exploitation d’une mine 
ou des désastres comme Tchernobyl ont des effets sur la composition minérale et 
isotopique des sols et de l’eau qui pourraient également être utilisés pour déterminer 
l’origine géographique des aliments. Par exemple, la pollution par le mercure dans la 
province de Guizhou en Chine a eu des effets sur la concentration en mercure dans 
l’eau, le sol et les poissons, avec une tendance de réduction liée à l’augmentation de 
la distance de la source de pollution (Horvat et al., 2003). Dans les régions fortement 
contaminées par les retombées radioactives de Tchernobyl en 1986 tels que le Nord 
de la Suède, il y a toujours un transfert considérable de 137Cs du sol par 
l’intermédiaire de l’herbe aux animaux comme les agneaux (Andersson et al., 2001). 
Il est également mesuré une contamination élevée de la viande de renne (Ahman et 
al., 2001).  
 Les études bibliographiques ont démontré un certain potentiel de l’utilisation 
des oligoéléments pour déterminer l’origine géographique des aliments. Quelques 
éléments présentent un intérêt particulier pour discriminer les produits à un niveau 
régional (exemple du 137Cs), d’autres pour la différentiation d’origine sur différents 
continents (exemple du Se). La composition des oligoéléments des aliments est 
cependant influencée par divers facteurs. Les résultats deviennent par exemple 
moins précis lors des migrations animales. Une restriction sérieuse de l’utilisation de 
certains oligoéléments pour la détermination de l’origine géographique des animaux 
est qu’ils sont souvent nourris avec des suppléments alimentaires enrichis avec des 
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éléments essentiels qui proviennent souvent d’une seule compagnie (Knowles et al., 
2006).  
 Les éléments qui sont spécifiques pour l’eau et l’air locaux sont les plus 
prometteurs pour la vérification de l’origine géographique des aliments. L’analyse 
des oligoéléments peut être très utile pour faire une cross-validation  en complément 
d’autres valeurs analytiques. 
 
I.8.2.2. Les isotopes stables 
 Les isotopes stables les plus fréquemment étudiés (2H, 13C, 18O) sont présents 
en faible quantité dans tous les organismes vivants. Cette abondance naturelle varie 
avec l’origine géographique de chaque espèce et avec la physiologie de l’organisme 
producteur (Smith et Epstein, 1970). Les rapports des isotopes stables (proportion de 
l’isotope rare en comparaison avec son occurrence naturelle) fournissent un outil 
analytique intéressant pour confirmer l’origine des aliments car il y a parfois des 
profils région-spécifiques liés aux rapports isotopiques environnementaux (sol, eau). 
Comme les oligoéléments, les isotopes sont retrouvés dans le corps des animaux.  
 Les rapports des isotopes stables de l’hydrogène et de l’oxygène sont 
fortement dépendants de la latitude. L’eau météorique qui a traversé le cycle 
météorologique de l’évaporation, de la condensation et de la précipitation rentre dans 
la composition des eaux souterraines leur conférant des variations géographiques 
d’isotopes (Yuntseover et Gat, 1981). Les études précédentes ont clairement prouvé 
que la teneur en 18O et en 2H de l’eau, consommée par des animaux, montrent une 
corrélation forte avec 18O et 2H des composés organiques produits par les animaux 
tels que le lait, le beurre et le fromage (Manca et al., 2001). Cette corrélation est 
également trouvée dans les tissus animaux et a été exploitée par des écologistes 
pour déterminer les modèles migrateurs des insectes (Hobson, 1999) et des oiseaux 
(Wassenaar et Hobson, 2001).  
 
 Hegerding et al. (2002) ont étudié si le rapport 18O/16O des eaux souterraines 
locales, mesuré par SMRI (spectrophotométrie de masse du rapport isotopique), a 
été préservés dans l’eau des tissus des cheptels bovins provenant d’Allemagne, du 
Royaume-Uni et d’Argentine. La mesure des différences significatives du rapport 
18O/16O de l’eau des tissus du bétail allemand et du bétail argentin a permis une 
classification de leur origine géographique. Cependant, la variation du rapport de 
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18O/16O n’a pas fourni une résolution suffisante pour distinguer les échantillons 
anglais de ceux d’Allemagne ou d’Argentine. Pareillement, les analyses des 
échantillons de viande de bœuf indiquent qu’il est possible de tracer la région de 
production (Europe et Amérique) en employant les rapports isotopiques des D/H et 
18O/16O (Borner et Förstel, 2003 ; Schmidt et al., 2005). Une différentiation 
géographique locale peut être relevée par analyse des rapports isotopiques des 
15N/14N et 34S/32S (Boner et Förstel, 2003). La détermination de l’origine 
géographique de la viande de volailles et de la viande séchée de bœuf a été 
effectuée par la mesure du rapport isotopique 18O/16O et 87Sr/86Sr par SMRI (Franke 
et al., 2008). Différents échantillons ont été prélevés dans le filet de poitrine de poulet 
(Suisse, France, Allemagne, Hongrie, Brésil, Thaïlande) et de viande séchée de 
bœuf (élaboré en Suisse, en Autriche, en Australie, aux Etats-Unis, au Canada avec 
de la viande crue de diverses origines). Le rapport isotopique de 18O/16O a permis 
une différenciation sans équivoque entre les différents pays à la fois sur la viande de 
poulet et sur la viande crue utilisée pour fabriquer la viande séchée de bœuf. Par 
contre, le rapport de 87Sr/86Sr n’a pas donné d’indications suffisantes pour la 
détermination de l’origine géographique des échantillons.  
 Deponge et al. (2001) ont utilisé la SMRI pour déterminer les enrichissements 
isotopiques en 18O et 2H du lait sur deux sites différents par leur situation 
géographique et leur altitude : Rennes pour la plaine (altitude 200 m) et Marcenat 
pour la montagne (altitude 1100 m). Les triglycérides extraits de la crème étaient 
analysés par RMN (Résonance magnétique nucléaire) du 13C. La composition en 
acides gras dépend donc plus du régime alimentaire tandis que les enrichissements 
isotopiques sont plus dépendants de la situation géographique. Une analyse 
discriminante montre que la RMN 13C et la SMRI sont 2 méthodes d’analyses qui 
permettent de caractériser le lait selon l’origine géographique et le mode 
d’alimentation.  Sur un même site, 100% des laits sont bien classés en fonction du 
régime alimentaire et pour une même alimentation en fonction du site. L’analyse 
multiélément isotopique stable pour C, N, O, S du beurre et l’évaluation des résultats 
par comparaison avec des données issues d’échantillons authentiques certifiées 
pourrait être un outil à forte potentialité pour résoudre le problème de l’origine 
géographique du beurre (Rossmann et al., 2000). Le rapport des isotopes stables 
(δ13C, δ15N et δ34S de la caséine et δ13C et δ18O du glycérol) de fromages français, 
italien et espagnol mesuré par SMRI a montré une bonne discrimination entre les 
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fromages européens (Camin et al, 2004). Le rapport des isotopes de 13C/12C, 
15N/14N, D/H et 18O/16O a été utilisé pour distinguer le fromage de Peretta traditionnel 
fabriqué à partir du lait produit en Sardaigne (Italie) et des fromages fabriqués avec 
la matière première importée d’autres pays (Manca et al., 2006). Le rapport 
isotopique du 87Sr/86Sr dans 18 types de fromage Emmental provenant de différentes 
régions (Alpes, Bretagne, Finlande, Canada, Australie) a été également mesuré par 
MC-ICP-MS (Fortunato et al., 2004). Ce rapport était conforme à la géologie locale 
des secteurs de production.  
 Le rapport isotopique du 87Sr/86Sr des échantillons de riz chinois et 
vietnamiens était légèrement plus élevé que celui des échantillons japonais 
(Kawasaki et al., 2002) alors que le riz australien a obtenu le rapport 87Sr/86Sr le plus 
élevé parmi les échantillons de riz examinés.  En revanche, le rapport du riz 
californien était inférieur à celui des échantillons japonais. La variation du rapport du 
87Sr/86Sr du riz a clairement démontré que ce rapport pourrait fournir des 
informations importantes sur la provenance du riz. 
 La relation entre le contenu isotopique et la latitude a été confirmée pour de la 
semoule de froment en utilisant le rapport isotopique du carbone, de l’oxygène et de 
l’azote sur des échantillons italiens, canadiens, turcs et australiens (Brescia et al., 
2002). 
 Un grand nombre d’études utilisant l’analyse multi-isotopique a été conduit sur 
la provenance du vin. Ceci est dû à la valeur élevée du vin en comparaison à 
d’autres produits agricoles et au fait qu’une production de haute qualité à partir des 
régions particulières a été longtemps identifiée par des AOC (Appellation d’Origine 
Contrôlée) et autres législations européennes. La variation du rapport isotopique 
18O/16O selon la région de production a été montrée par Breas et al. (1994) et cette 
mesure a été incluse dans la base de données officielle européenne du vin depuis 
1996 (Règlement CE N° 2729/2000).  
 Barbaste et al. (2002) ont pu différencier des vins d’origines géographiques 
différentes en analysant le rapport 87Sr/86Sr et Coetzee et Vanhaecke (2005) ont fait 
de même sur   des vins rouges d’Afrique du Sud, d’Italie et de France avec le rapport 
du 11B/10B.   
 Les rapports isotopiques de H et de O, qui dépendent de la quantité d’eau 
potable consommée, ne peuvent pas être facilement falsifiés ou masqués en 
alimentant les animaux avec des ingrédients extérieurs à leur région. Par contre, les 
Synthèse bibliographique 
 45
rapports isotopiques des C et de N sont souvent caractéristiques des systèmes de 
production et du niveau d’alimentation (Rossmann et al., 2000). Le rapport isotopique 
du 86Sr/87Sr est typique du sol de certaines régions et son rapport local dépend des 
particularités géologiques (type, formation et âge géologique du terrain) (Pfeifer et 
al., 2000).  
 Cette approche a cependant quelques contraintes importantes. Les 
conclusions doivent tenir compte des nombreux facteurs environnementaux (par 
exemple le climat, l’attitude, la distance de l’océan) qui peuvent influer fortement les 
rapports isotopiques des aliments. Un autre inconvénient est dû à la préparation 
longue et coûteuse des échantillons  ainsi que le coût élevé de l’équipement 
analytique.  
 
I.8.2.3. Composition chimique globale ou analyse des constituants majeurs 
 Cette approche est moins spécifique mais beaucoup plus facile à utiliser. 
Actuellement, de nombreuses méthodes basées sur l’analyse globale, telles que la 
SPIR (Spectroscopie proche infrarouge), la RMN (Résonance magnétique nucléaire) 
permettent une détermination rapide des compositions chimiques contrairement aux 
méthodes traditionnelles (Fontaine et al., 2001). Ces techniques sont prometteuses 
pour l’authentification des produits alimentaires en raison de la possibilité d’analyser 
de façon globale la composition des aliments et de donner un spectre qui pourrait 
être relié à l’origine des produits. 
 Renou et al. (2004) ont étudié le lait de vaches élevées dans deux endroits 
distincts, qui diffèrent par leurs situations géographique et leurs altitudes (montagne 
et plaine). Ils ont utilisé la RMN pour déterminer la composition en acides gras 
polyinsaturés (PUFA), acides gras monoinsaturés (MUFA) et acide gras saturés 
(SFA) dans la fraction lipidique du lait. Le pourcentage de PUFA était 
significativement plus grand dans le lait de montagne que dans celui de la plaine, 
quand le MUFA et le SFA n’ont pas différé de manière significative entre les deux 
endroits. Il y a donc un effet géographique marqué sur les acides gras polyinsaturés.  
 En France, 276 vins de même cépage, le Gamay, ont été collectés durant 3 
années (1998, 1999, 2000) et leurs extraits secs ont été analysés par spectroscopie 
moyen infrarouge afin d’authentifier les régions d’origine, Gaillac, Beaujolais ou 
Touraine (Picque et al., 2002). Les analyses ont été assez puissantes pour classer 
les vins de même cépage de différentes régions de France.  
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 La technique de la pyrolyse de point de curie couplée à la spectrométrie de 
masse (Cp-PyMS) a été étudiée pour discriminer des huitres élevées dans différents 
sites de productions (Cardinal et al., 2000). Cette technique fournit une « empreinte » 
globale de la matrice des carbohydrates, lipides et protéines du produit alimentaire. 
89% des échantillons ont pu être classifiés avec succès, indépendamment de la 
saison.  
 Bien que les effets clairs des facteurs de production sur la composition 
chimique globale des aliments soient connus, leur attribution exclusive à l’origine 
géographique semble être difficile. Il sera certainement nécessaire de faire une 
cross-validation  avec d’autres analyses. 
 
I.8.2.4. Composés volatils 
 Les substances volatiles des aliments peuvent être spécifiques de l’origine 
géographique. L’« empreinte olfactive » des échantillons est obtenue par analyse 
globale des substances organiques de l’espace de tête de l’échantillon, au moyen 
d’une technique reconnue : la spectrométrie de masse. Cette technique utilise un 
« nez électronique » qui est composé de capteurs qui fixent les molécules 
aromatiques. Il est employé dans beaucoup de domaines pour le contrôle de la 
qualité, par exemple l’acceptation ou le rejet des matières premières telles que le 
café (Gretsch et al., 1998), le thé (Dutta et al. 2003), l’appréciation de la maturité des 
fruits (Supriyadi et al., 2004). D’autres applications de discrimination de jus d’orange 
sont aussi décrites (Goodner et al., 2001).  
 Le projet européen « Fishnose » (Anonyme n°3, 2004) propose le 
développement d’un nez électronique pour la détermination de la qualité du poisson. 
En caractérisant un produit par son « odeur », le nez électronique peut aider à 
préciser sa nature, sa qualité et son origine également. Cette technique est 
reproductible, sélective, sensible et rapide. Cependant, l’équipement est coûteux et il 
peut être nécessaire de créer une importante banque de données.  
 
I.8.2.5. Détermination génétique des animaux  
 Les techniques de génétique moléculaire donnent des perspectives 
d’identification et de traçabilité des individus et de leurs produits sous forme 
d’« empreintes génétiques » (« DNA fingerprinting »). En effet, d’une part, toutes les 
cellules d’un animal possèdent la même information génétique et d’autre part, celle-ci 
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est propre à l’individu. L’analyse des microsatellites de l’ADN permet d’obtenir une 
empreinte génétique fournissant une information quasi infaillible quant à l’identité et 
la parenté des individus. Les microsatellites sont des séquences courtes répétées en 
tandem et caractérisées par un grand nombre d’allèles (une dizaine) qui diffèrent par 
le nombre des répétitions. Cette information peut être obtenue à partir de très peu de 
matériel biologique. Cette méthode s’avère être à l’heure actuelle une méthode 
fiable, pratique, de coût raisonnable pour identifier, certifier ou authentifier l’origine 
des produits alimentaires transformés ou non (China et al., 2004). 
 
 Jusqu’à présent, l’identification biologique des individus était basée sur des 
caractères non visibles de l’expression de gènes identifiables (typage des groupes 
sanguins, analyse du profil électrophorétique de certaines protéines ou enzymes) 
dont la transmission au cours des générations peut être facilement analysée. 
Néanmoins, ces marqueurs phénotypiques sont souvent peu polymorphes et, dans 
les populations dont le taux de consanguinité est plus ou moins élevé, ils peuvent se 
montrer inadéquats pour les tests d’identité ou de parenté. Par ailleurs, ils ne 
peuvent être mis en évidence qu’à partir de tissus dans lesquels ils sont exprimés, et 
généralement à partir d’échantillons fraîchement récoltés.  
 En raison de la dégénérescence du code génétique (à un acide aminé 
correspondent plusieurs codons), le polymorphisme présent au niveau de l’ADN 
constituant les gènes est toujours plus élevé que celui observable au niveau du 
produit des gènes (les protéines). C’est pourquoi la méthode d’empreintes 
génétiques est basée sur la mise en évidence des polymorphismes au niveau de 
l’ADN. Cet ADN, source des marqueurs génotypiques, constitue donc le meilleur 
matériel d’étude pour différencier les êtres vivants (Portetelle et al., 2000).  
 
 Actuellement, on dispose pour la plupart des espèces animales domestiques 
d’informations de plus en plus complètes sur les microsatellites (« simple sequence 
repeats » ou SSR), leur composition (souvent la répétition des dinucléotides 
(dCdA)n/(dGdT)n), leur disposition tout au long du génome, leur nombre, et les 
séquences qui leur sont adjacentes dans le génome, à l’endroit de leur insertion. Ces 
séquences adjacentes aux répétitions en tandem peuvent être utilisées pour 
synthétiser des oligonucléotides qui leur sont complémentaires et qui serviront 
d’amorce pour l’amplification du microsatellite par la PCR (Polymerase Chain 
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Reaction). Dès son arrivée au laboratoire, l’ADN de l’échantillon à expertiser et de 
l’échantillon de référence est extrait par des techniques éprouvées. Les 
microsatellites recherchés sont amplifiés par PCR avant d’être séparés en fonction 
de leur taille par une technique électrophorétique. La longueur de ces microsatellites 
est spécifique à chaque individu et l’ensemble des microsatellites analysés permet 
alors d’établir un profil unique, une empreinte génétique pour chaque individu (Vos et 
al., 1995).  
 
 Loftus et al. (1994) ont étudié l’origine et le statut taxonomique des bétails 
domestiques. Les races de zébus et de taureaux africains ont montré une divergence 
des séquences plus élevée que celle des races indiennes mais plus basse que celle 
des races européennes. La distribution géographique et la fréquence des haplotypes 
de chromosome de Bos taurus et Bos indicus de bétail créole en Amérique du Sud 
ont été étudiées en utilisant des techniques de cytogénétique et de génétique 
moléculaire (Giovambattista et al., 2000). La distribution géographique de ce 
polymorphisme suggère un modèle d’introgression du zébu en Amérique du Sud. 
Les fréquences les plus élevés sont trouvées dans la population brésilienne dans la 
partie orientale du continent, alors que ce polymorphisme est absent dans les races 
uruguayennes et argentines au Sud du continent. Les races boliviennes, au centre 
du continent, montrent des valeurs intermédiaires. Ce gradient de l’introgression du 
zébu a pu être expliqué par des événements historiques et des facteurs 
environnementaux. Dans une autre étude, en réponse à la crise de confiance des 
consommateurs et à leur régulière désaffection pour la viande bovine, dans le cadre 
des efforts développés actuellement pour améliorer et sécuriser la traçabilité des 
bovins, Sancristobal-Gaudy (2000) et son équipe sont parvenus à proposer et à 
valider une méthode d'identification individuelle des viandes bovines à l'aide de 
marqueurs moléculaires de type microsatellite. Plusieurs prélèvements ont été 
effectués sur des jeunes bovins de domaines expérimentaux INRA, in vivo et post 
mortem. La détermination des génotypes aux 11 loci, puis la comparaison deux à 
deux de ces génotypes à l'aide d'une méthode statistique adéquate prenant en 
compte les particularités des microsatellites permet de recommander d'une part que 
le typage soit réalisé sur au moins huit marqueurs pour assurer une traçabilité 
parfaite, et d'autre part que des précautions indispensables soient prises concernant 
la qualité des prélèvements et la gestion des échantillons lors d'une mise en œuvre à 
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grande échelle. Cette approche devrait permettre de sécuriser et de renforcer la 
nouvelle réglementation sur l'étiquetage des viandes de l'étable à l'étal. 
 
 Chez le porc, China et al., (2004) ont développé un système de traçabilité 
génétique basé sur le séquençage de régions riches en SNPs (simple nucléotide 
polymorphismes). Ils montrent qu’il est possible d’obtenir le génotype spécifique d’un 
individu en séquençant deux régions riches en SNPs. De plus, la possibilité d’obtenir 
un amplicon hybride regroupant les deux séquences permet d’obtenir le génotype 
par séquençage d’un seul produit de PCR. Cette approche pourrait être utile dans le 
contexte de traçabilité car il est possible de comparer les génotypes obtenus à partir 
de tissus différents du même animal.  
 En aquaculture, l’application de la génomique a été d’une grande utilité pour 
relier le lien de parenté et l’évaluation de la variabilité. Actuellement, il y a de plus en 
plus d’applications des marqueurs ADN pour assurer la traçabilité du poisson. Cette 
approche devient attrayante pour un certain nombre de raisons. Les marqueurs ADN 
peuvent être génotypés en prenant un échantillon du poisson à n’importe quelle 
étape de la chaîne de production. Une petite quantité d’échantillon est suffisante 
pour l’analyse de l’ADN, ce qui permet de travailler sur des poissons vivants. Deux 
types de marqueurs ADN ont été suggérés pour la traçabilité : les microsatellites et 
les SNPs. Un nombre considérable des loci des microsatellites sont maintenant 
disponibles pour le tilapia, la truite arc-en-ciel et le saumon atlantique (Kocher et al. 
1988 ; Sakamoto et al., 2000 ; Gilbey et al., 2004) et ont été ou sont développés pour 
beaucoup d’autres espèces de poisson. Un grand nombre (>1000) de SNPs ont été 
décrits pour les salmonidés (Smith et al., 2003) et le poisson-chat (He et al., 2003). 
Les marqueurs microsatellites sont fortement instructifs car on travaille avec 
beaucoup d’allèles à chaque locus, alors que les SNPs ont typiquement 2 allèles 
pour chaque locus (Glaubitz et al., 2003).  
 
I.8.2.6. Profil microbiologique 
 Les méthodes qui emploient l'analyse globale de la flore microbienne sont 
basées sur le principe que l'environnement a un effet sur l'écologie microbienne de 
l’aliment et que cette écologie serait retrouvée conservée dans l’aliment. Les 
populations bactériennes pourraient constituer un « marqueur microbiologique » 
permettant d’identifier l’origine de tous types de produits alimentaires en utilisant la 
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diversité ou la communauté des bactéries présentes dans ces produits. 
Généralement, le but de l’analyse microbiologique des produits alimentaires est 
d’évaluer la présence possible de bactéries ou d’organismes pouvant avoir des 
conséquences sur la santé du consommateur et de donner une idée de la qualité 
hygiénique du poisson en relation avec l’application des bonnes pratiques de 
fabrication comme le respect de la chaîne du froid, l’hygiène des personnels et des 
équipements au cours de la manutention et des procédés de fabrication (Huss, 
1995b). Pour établir la traçabilité des produits alimentaires, les analyses 
microbiologiques à mettre en œuvre doivent permettre de dresser un inventaire aussi 
fidèle que possible des microorganismes présents sur les produits pour relier leur 
relative composition à une identification d’origine. La question n’est pas de mesurer 
le niveau des populations bactériennes mais plutôt d’en connaître l’identité aussi 
finement que possible. 
 
I.8.2.7. Analyse de la résistance aux antibiotiques  
 L’utilisation massive des antibiotiques en aquaculture intensive cause une 
modification importante de la diversité bactérienne des poissons et de 
l’environnement. Les analyses effectuées sur des poissons élevés au Vietnam et en 
Thaïlande par Sarter et al. (2007) ont prouvé que les deux sites représentent des 
réservoirs potentiels pour la résistance aux antibiotiques. Les profils de résistances 
et multi-résistances bactériennes pourraient être employés comme marqueurs pour 
l’élevage intensif du poisson mais cette conclusion doit être confirmée par des 
analyses à grande échelle dans les deux pays pour les secteurs distincts de 
production.  
 
I.9. Méthodes d’analyse de la biodiversité microbienne  
I.9.1. Méthodes traditionnelles 
 Les méthodes classiques de microbiologie nécessitent le plus souvent de 
disposer de souches pures vivantes et cultivables. Les différentes souches 
microbiennes sont isolées et purifiées sur des milieux de culture plus ou moins 
sélectifs dans des conditions d’oxygénation, de temps et de température, ou des 
additifs qui peuvent parfois limiter la croissance de certaines souches au détriment 
des autres. Pour des populations microbiennes assez homogènes qui ne comportent 
pas trop individus voire d’espèces ou de genre différents, ces méthodes donnent de 
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bons résultats. Cependant, quand la diversité des flores augmente, il devient difficile 
d’isoler et de purifier tous les microorganismes présents dans un échantillon. Cette 
difficulté est d’autant plus importante que la part des souches anaérobies strictes est 
plus grande. Il n’existe pas de milieux et de conditions de culture universels 
permettant d’isoler la majorité des souches viables cultivables d’un échantillon.  
 
 Pour l’identification des microorganismes, les critères utilisés peuvent être 
morphologiques (macroscopique ou microscopique), biochimiques, sérologiques et 
lysotypiques en fonction de la finesse de l’identification recherchée. 
 Ces techniques d’analyse de la diversité microbiologique présentent 
l’inconvénient de ne donner qu’une vue restreinte ou une approximation grossière de 
la diversité naturelle. Ces problèmes sont connus depuis longtemps et ont été décrits 
sous le terme de « la grande anomalie du comptage sur boite » (Stanley et Konopka, 
1985 ; Brock, 1987). Selon ces auteurs, entre 0,001 et 15% des bactéries présentes 
dans un échantillon sont cultivables à l’aide des techniques classiques.  
 
 
Tableau I.9. : Cultivabilité déterminée comme le pourcentage des bactéries 
cultivables par rapport  aux cellules totales déterminées par comptage direct 
(D’après Amann et al., 1995). 
 
Habitat Cultivabilité (%)a 
Eau de mer 
Eau douce 
Lac mésotrophique 
Eau d’estuaires non pollués 
Boues actives 
Sédiments 
Sol 
0,001 – 1 
0,25 
0,1 – 1 
0,1 – 3 
1 – 15 
0,25 
0,3 
 
Ce décalage est à attribuer à différentes causes (Amann et al., 1995 ; Ward et al., 
1998) : 
• Le milieu de culture choisi ne peut être universel et l’ensemble des conditions 
environnementales ne peuvent être reproduites sur un seul et même milieu de 
culture en particulier pour l’environnement à forts gradients physico-
chimiques. 
• Certaines cellules hors de leur environnement peuvent entrer dans un état 
viable mais non cultivable. Cet état cellulaire correspond à une adaptation aux 
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conditions de stress, notamment nutritionnel. Il s’accompagne de 
modifications physiologiques et structurales dont le rétablissement n’est pas 
simplement possible sur le milieu synthétique. Cet état peut être maintenu de 
plusieurs jours à plusieurs années. 
• Des populations inférieures numériquement peuvent supplanter des 
populations majoritaires moins adaptées au milieu de culture. 
• Des populations cultivées en liquide peuvent ne pas se développer sur milieu 
solide. 
• La quantité d’inoculum choisie pour l’enrichissement influence le type de 
cellules enrichies. 
• Des microorganismes différents ayant des conditions de croissance similaires 
seront difficilement  distinguables. 
• Certaines cellules sont impossibles à obtenir en culture pure comme c’est le 
cas des microorganismes symbiotes et syntrophes. 
 
 C’est pour ces raisons que des méthodes appelées de culture indépendante 
ont été développées afin d’améliorer les connaissances sur la biodiversité des 
populations microbiennes complexes. 
 
I.9.2. Méthode de culture-indépendante 
 Durant la dernière décennie, l’analyse de la composition de la communauté 
microbienne a évolué considérablement. Des approches de culture-indépendante ont 
été développées grâce aux progrès en biologie moléculaire. Les méthodes 
moléculaires se caractérisent par leur rapidité et leur fiabilité. Ces techniques 
peuvent fournir un profil représentant la diversité génétique d’une communauté 
microbienne d’un environnement spécifique. L’identification bactérienne basée sur le 
séquençage des gène codant pour l’ARN 16S ribosomaux est devenue un outil très 
performant pour étudier les communautés bactériennes dans les échantillons 
environnementaux (Giovannoni et al., 1990 ; Muyzer et al., 1993 ; Ludwig et 
Schleifer, 1999).  
 Dans le chapitre suivant, je me propose de décrire ces techniques après avoir 
présenté les molécules analysées (les ARN ribosomaux). 
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I.10. Les acides nucléiques et les techniques de biologie moléculaire en 
écologie microbienne 
 
I.10.1. Le développement des techniques moléculaires  
 L’émergence des techniques moléculaires en écologie microbienne est lié au 
développement de la phylogénie moléculaire à la fin des années soixante 
(Zuckerland et Pauling, 1965). A la fin des années soixante-dix, l’ARN ribosomique a 
été choisi comme marqueur évolutif (Woose et Fow, 1977). Les premières études 
d’écologie microbienne par biologie moléculaire proviennent de l’équipe de Pace qui 
utilisa les résultats de Woese pour accéder à la diversité d’échantillons 
environnementaux (Pace et al, 1986). Ils ont comparé les séquences des ARNr pour 
établir les liens phylogénétiques entre les espèces d’un écosystème bactérien.  
 
I.10.2. Etude des ARN ribosomiques (ARNr) 
 En 1968, Kimura a émis le concept d’horloge « évolutionnaire » : la vitesse de 
l’évolution est constante, les mutations qui surviennent dans le génome n’ont pas 
nécessairement de conséquences phénotypiques, mais elles sont étroitement 
corrélées avec le temps. Le taux d’accumulation des mutations est dicté par 
l’intensité de la pression de sélection et il est du même ordre de grandeur dans des 
domaines homologues du génome (région soumise à la même pression de 
sélection). Ainsi les gènes à mutation rapides vont pouvoir refléter des événements 
évolutifs récents alors que les gènes très conservés seront les témoins d’un passé 
très éloigné. Dans ces conditions, il est possible de construire un arbre phylogénique 
en utilisant des méthodes mathématiques et en respectant quelques règles. 
 Le principe de base consiste à comparer des gènes homologues c'est-à-dire 
descendant d’un ancêtre commun et ayant conservé une fonction identique au cours 
du temps. Le choix des séquences à comparer a posé un problème car il était difficile 
de trouver une molécule qui soit présente et homologue chez tous les organismes et 
qui présente des niveaux successifs d’information. En effet, pour comparer des 
organismes très éloignés, il faut utiliser des séquences qui restent sensiblement 
conservées durant des centaines de millions d’années, tandis que la comparaison 
d’organismes proches requiert l’étude de séquences où des mutations seront 
accumulées en quelques millions d’années. 
 Les ARN ribosomiques (ARNr) sont formés de sous unités pouvant se grouper 
en polyosomes. Ces éléments sont caractérisés par leur constante de sédimentation 
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exprimée en Svedberg (S). Chez les procaryotes, les ARNr s’associent à des 
protéines pour former les ribosomes qui sont constitués d’une sous-unité 30S et 
d’une sous-unité 50S. La sous-unité 30S contient de l’ARNr 16S et la sous-unité 50S 
contient de l’ARNr 5S et de l’ARNr 23S. L’ARNr 5S est formé d’environ 
120 nucléotides, l’ARNr 16S est formé d’environ 1540 nucléotides et l’ARNr 23S 
comprend environ 2900 nucléotides (Moore, 1998). Dans le ribosome, les molécules 
d’ARNr, qui sont repliées en une structure secondaire, peuvent être représentées à 
partir des études comparatives des séquences primaires (Noller et Woese, 1981). 
Une modification de la séquence primaire de l’ARNr va influencer directement sa 
structure secondaire. Pour maintenir la fonctionnalité de la molécule, la structure 
secondaire de l’ARNr doit être conservée dans l’ensemble du monde vivant par le 
biais de mutations compensatoires (Hancock et al., 1988). Chez une bactérie, les 
gènes qui codent pour les ARNr (ADNr) sont organisés en opéron dont la structure 
est semblable. Trois gènes, séparés par un espace, codent pour les ARNr 16S (gène 
rrs), les ARNr 23s (gène rrl) et pour les ARNr 5S (gène rrf). Ces opérons existent en 
un ou plusieurs exemplaires sur le chromosome. Le nombre de copies est corrélé à 
la taille du génome et à la vitesse de croissance des bactéries. 
 
I.10.3. Le choix de l’ARNr 16S 
 Le choix de la petite sous-unité de l’ARNr (16S chez les Procaryotes et 18S 
chez les Eucaryotes) peut être expliqué par plusieurs raisons (Pace et al., 1985 ; 
Ludwig et Schleifer, 1994 ; Ludwig et al., 1998) : 
• Sa présence est universelle et il y accomplit le même rôle chez tous les 
organismes. 
• Il a une structure bien conservée car toutes modifications pourraient avoir des 
conséquences importantes sur les synthèses protéiques. 
• Sa séquence est une alternance de domaines dont les vitesses d’évolution 
varient, permettant de comparer des espèces très proches sur des domaines 
hypervariables et des espèces très éloignées sur des domaines très 
conservés. 
• Il est relativement facile à isoler en raison de son abondance dans les cellules. 
• Sa séquence est facilement obtenue par des méthodes standards d’extraction 
et de séquençage. 
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• Il est préféré au 5S et 23S en raison de sa taille moyenne et de sa structure 
secondaire moins marquée. Sa séquence est suffisamment longue pour 
réaliser des comparaisons statistiquement cohérentes.  
 
 Actuellement, le gène codant pour l’ARNr 16S (ADNr 16S) est un des 
marqueurs d’espèce le plus utilisé. Il est en effet possible de définir des amorces 
universelles pour son amplification, et la comparaison de sa séquence avec des 
banques de données de référence permet de déterminer l’espèce (Stackebrandt et 
Goebel, 1994).  
 
I.10.4. Les techniques moléculaires dites d’« empreinte génétique » 
 Ces techniques permettent de comparer plus facilement des échantillons et 
d’évaluer rapidement la diversité microbienne d’un écosystème. La détection des 
séquences de l’ADNr 16S est une empreinte de la présence des microorganismes. 
Elle ne renseigne pas sur la viabilité des cellules ni sur leur activité métabolique. 
L’ADN de cellules mortes peut persister temporairement dans l’environnement et de 
nombreuses cellules peuvent se trouver dans un état de dormance. Le contenu en 
ARNr des cellules d’une population donnée est corrélé au taux de croissance de ces 
cellules et réagit rapidement aux variations des conditions environnementales (Ward 
et al., 1990). Cependant, la sensibilité des molécules d’ARNr à la dégradation par les 
RNases rend l’isolement et la manipulation des molécules d’ARN plus délicats que 
pour les molécules d’ADN (Von Wintzingerode et al., 1997).   
 Plusieurs techniques d’analyses de fragments d’ADN sont utilisées. Toutes 
ces techniques sont basées sur une amplification par PCR de l’ADN de 
l’écosystème. Le mélange de fragments de produit de PCR est ensuite analysé par 
diverses techniques d’électrophorèse soit par les méthodes basées sur l’analyse de 
la taille des fragments (RAPD, ARDRA, RFLP, T-RFLP), soit par les méthodes 
basées sur la séquence nucléotidique des fragments (SSCP, TGGE/DGGE). 
 
 La RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) est une technique 
d’analyse du génome entier qui utilise plusieurs amorces courtes de séquences 
définies arbitrairement. Ces amorces s’hybrident aléatoirement en de multiples sites 
d’une matrice d’ADN (Wikström et al., 1999). Les amorces sont choisies pour 
amplifier le plus grand nombre de fragments dont la taille est distribuée de façon 
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homogène entre 50 et 1000 nucléotides. L’analyse par électrophorèse des fragments 
amplifiés donnera un profil particulier, caractéristique de l’ADN de départ. Un intérêt 
de cette technique est qu’elle ne nécessite pas de connaissance préalable de l’ADN 
cible. Cependant, cette méthode ne permet pas d’obtenir une banque d’ADN d’un 
organisme (Williams et al., 1990), c'est à dire qu'elle ne permet pas de trouver avec 
précision l'identité d'un microorganisme. 
 
 La technique d’ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) est 
une technique basée sur la digestion enzymatique des ADNr amplifiés par certaines 
enzymes de restriction. L’ARDRA a été employée pour l'analyse des populations 
bactériennes de différents environnements (Moyer et al., 1994 ; Martínez-Murcia et 
al., 1995). Bien que l'ARDRA fournisse peu ou pas d'informations sur le type de 
micro-organismes actuels dans l'échantillon, elle peut être employée pour une 
évaluation rapide des changements génotypes de la communauté avec le temps, ou 
comparer les communautés à différentes conditions environnementales.  
 
 La technique RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) repose sur la 
digestion d’un ADN cible par une ou plusieurs enzymes de restriction spécifiques des 
sites de restriction portés par l’ADN. Après électrophorèse, les fragments séparés 
sont hybridés avec un ADN sonde, provenant souvent de banques d’ADN 
génomique ou complémentaire. Cette technique donne accès à un nombre très élevé 
de marqueurs distribués le long du génome.  Cette  technique permet de mettre en 
évidence les particularités d’un individu ainsi que de montrer les relations génétiques 
qui peuvent exister entre individus. Elle peut être appliquée pour les études de 
diversité microbienne avec les analyses de structuration intra ou interpopulation 
(Helentjaris et al., 1986 ; Alippi et al., 2002). 
 
 La technique de T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length 
Polymorphism) est une technique similaire à la RFLP mais cette technique utilise des 
amorces marquées par des sondes fluorescentes permettant de déterminer après 
séparation électrophorétique le polymorphisme des fragments de restriction en 
position terminale et de caractériser la diversité de la population microbienne sans 
que l’étape de clonage soit nécessaire (Liu et al., 1997 ; Lukow et al., 2000 ).  
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 En général, ces méthodes sont basées sur l’analyse de la taille des fragments, 
et on ne peut donc pas obtenir de lien direct entre la détection d’une bande de taille 
donnée et la présence d’un microorganisme particulier. Une bande est composée de 
fragments de même taille pouvant provenir de microorganismes différents. En RAPD, 
ARDRA ou RFLP, un organisme unique est à l’origine de plusieurs fragments. En 
T-RFLP, seul un fragment par organisme est détecté grâce à l’amorce fluorescente. 
Cependant il peut y avoir recouvrements de classes de taille de fragments pour des 
microorganismes différents. Les séquences des fragments de même taille forment 
parfois des groupes phylogénétiques, il existe des variations intra-espèces de la 
longueur de la région intergénique 16S-23S (Suzuki et Giovannoni, 1996). 
 
 La SSCP et la DGGE/TGGE sont des techniques d’analyse de fragments 
d’ADN basées sur les différences de mobilité électrophorétique dues à leur différente 
conformation des fragments moléculaires de même taille.  
 La technique SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) est basée 
sur le fait que dans un gel de polyacrylamide non dénaturant, les ADN simple brin 
même s’ils ne diffèrent entre eux que d’une base, peuvent adopter une conformation 
structurale suffisamment différente, pour qu’on puisse les détecter sous forme de 
deux bandes électrophorétiques distinctes. La SSCP permet de détecter le 
changement d’une seule base dans 99% des produits de PCR de 100 à 300 pb 
(Hayashi, 1991). La SSCP nécessite l’utilisation d’ADN témoin pour identifier les 
microorganismes auxquels correspondent les bandes (Widjojoatmodjo et al., 1995). 
Elle peut être utilisée pour accéder à la diversité d’une communauté bactérienne 
(Opelt et Berg, 2004 ; Moletta et al., 2007). 
 La DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) est fondée sur la 
séparation d’un double brin d’ADN dans un gel d’acrylamide en conditions de 
dénaturation croissante (Fischer et Lerman, 1983 ; Myers et al., 1987). Deux 
molécules d’ADN proches, différant d’un seul nucléotide dans une zone à faible 
température de fusion, auront deux températures de fusion différentes. Lors d’une 
migration électrophorétique dans un gradient croissant de dénaturant, la mobilité 
décroît alors que les zones à faible température de fusion se dissocient.  
 La TGGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis) : Cette technique a le 
même principe que la DGGE mais le gradient dénaturant chimique est remplacé par 
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un gradient de température qui augmente au cours de la migration (Zoetendal et al., 
1988 ; Eichner et al., 1999).  
 Les techniques de DGGE/TGGE ont pour avantage le fait que la séparation ne 
dépend pas de la taille des amplicons mais plutôt de leur séquence nucléotidique, 
rendant la DGGE plus discriminante que les méthodes utilisant le fragment de 
restriction. En plus, les bandes d’intérêt peuvent être excisées et séquencées 
(Moeseneder et al., 1999). Dans le chapitre suivant, je me propose de décrire en 
détail la technique de PCR-DGGE, qui est la principale technique utilisée dans mon 
travail, ainsi que son application en écologie microbienne. 
 La technique HMA (Heteroduplex Mobility Assay) est basée sur la formation 
des hétéroduplex stables entre des fragments d’ADN 16S dénaturés. La mobilité sur 
gel de polyacrylamide est fonction des structures secondaires recréées dans les 
régions non-appariées. Cette technique permet de différencier des populations 
bactériennes peu complexes (Espejo et al., 1998 ; Bowyer et al., 2000). 
 Les puces à ADN sont des multicapteurs permettant de caractériser et 
quantifier des acides nucléiques dans un échantillon (Glaser, 2005). Elles apportent 
une solution innovante au problème ancien de la détection, de l’identification et du 
typage des bactéries dans un échantillon. Ces puces sont développées dans les 
laboratoires de recherche pour l’étude de la diversité et de l’évolution du monde 
bactérien et pour la caractérisation des communautés bactériennes constituées de 
centaines d’espèces. Des puces permettant d’identifier les bactéries présentes dans 
un échantillon sur la base de l’analyse des séquences d’ARNr 16S sont en 
développement. L’ADN total est extrait à partir d’un échantillon et l’ensemble des 
ADN codant pour les ARNr 16S sont amplifiés, en utilisant des amorces universelles, 
et hybridés sur des puces portant des sondes spécifiques de l’ARNr 16S des 
espèces recherchées.  
 
I.11. La méthode de PCR-DGGE 
I.11.1. Principe 
 Le principe de la DGGE est basé sur la séparation partielle d’un fragment 
d’ADN double-brin sous l’action de la chaleur ou d’un dénaturant (Fischer et Lerman, 
1983). Une molécule composée en partie de la double hélice classique et en partie 
de deux simples-brins est fortement ralentie par rapport à une molécule double-brin 
ou complètement dénaturée. 
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 La DGGE permet de séparer des fragments d’ADN de taille identique mais 
avec des séquences différentes. La séparation est basée sur la mobilité 
électrophorétique de l’ADN double brin dans un gel de polyacrylamide contenant un 
gradient linéaire croissant d’agents dénaturants (urée et formamide). 
L’électrophorèse est effectuée à une température constante entre 55 et 65°C, la 
plupart du temps à 60°C. Cependant, si le gradient augmente de façon linéaire, la 
dénaturation de l’ADN ne se fait pas de façon progressive tout au long de la 
molécule, mais de domaine en domaine, qui s’ouvrent plus ou moins rapidement en 
fonction de leur composition en bases AT (Adénine-Thymine) et GC (Guanine-
Cytosine). La conformation spatiale du fragment d’ADN se modifie parallèlement à 
l’importance des domaines dénaturés ce qui limite sa mobilité électrophorétique 
(Muyzer et al., 1996). Une résolution optimale est obtenue quand les fragments ne 
sont pas totalement dénaturés. Pour éviter la dénaturation totale du double brin, une 
structure à très haute température de fusion (très riche en GC) est associée lors de 
l’amplification. La PCR est alors réalisée avec l’amorce forward portant en 5’ une 
séquence de 40 GC : le GC clamp (Sheffield et al., 1989).  
 La mise au point de la technique dépend essentiellement du choix des 
amorces. Les amorces utilisées pour l’amplification déterminent la finesse et la 
spécificité de la méthode. Pour les bactéries, la cible le plus souvent utilisée pour 
l’amplification PCR est une des régions très conservée du génome qui inclut 
également des régions hypervariables. Les amorces sont conçues pour hybrider les 
régions conservées mais en enjambant des régions variables afin d’obtenir des 
amplicons de PCR possédant des différences de composition en paires de base qui 
sont spécifiques des espèces bactériennes et peuvent être séparées ensuite par 
DGGE (Ercolini, 2004). Les amorces permettent d’amplifier de 100 à 500 pb dans 
une zone à faible point de fusion. Le « GC clamp » doit être proche de l’extrémité 
amplifiée ayant le plus fort point de fusion. Il est donc nécessaire de connaître avant 
l’amplification les zones qui auront une température de fusion plus ou moins élevée. 
Le comportement du point de fusion des ADN double brins a été décrit par un 
modèle informatique développé par Lerman et al., (1984). Le logiciel informatique est 
disponible, sous le nom de MacMeltTM (Biorad, Hercules, USA) et il peut calculer le 
profil de fusion des ADN et montrer les domaines théoriquement élevés et bas en 
stabilité d’une séquence connue.  
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Figure I.6. : Représentation schématique de la méthode PCR-DGGE : 
(A) : comportement d’un produit de PCR lors de la DGGE. 
(B) : profil obtenu par DGGE après la séparation dans un gel DGGE et photo d’un gel après 
coloration au bromure d’éthidium. 
 
 La technique de PCR-DGGE est généralement appliquée en écologie 
microbienne parce qu’elle est capable de fournir une empreinte génétique de la 
communauté bactérienne dans un échantillon environnemental ou dans un produit 
alimentaire après extraction directe et globale des ADN. D’abord, l’échantillon est 
soumis à l’extraction de tous les microorganismes puis les ADN sont extraits des 
microorganismes en une seule étape pour obtenir un mélange contenant l’ADN total 
des espèces bactériennes présentes dans l’échantillon. Ensuite, l’ADN total est 
utilisé comme cible de l’amplification par PCR des régions d’intérêt. Les produits 
amplifiés obtenus sont composés d’un mélange des amplicons des espèces 
bactériennes de l’échantillon initial. Tous les amplicons ont la même taille mais leurs 
séquences sont différentes, par conséquent ils peuvent être séparés par la DGGE. 
 Le résultat final est une empreinte génétique spécifique des espèces 
microbiennes présentes dans l’échantillon. Le profil électrophorétique présente une 
séries de bandes spécifiques de la populations microbienne de l’échantillon analysé 
dont on considère que chaque bande représente un microorganisme (Muyzer et al., 
1993, Ercolini, 2004).  
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Figure I.7. : Diagramme des différentes étapes de l’analyse PCR-DGGE. Application 
à l’analyse d’échantillons environnementaux ou d’échantillons alimentaires  
(Ercolini, 2004). 
 
 
 
I.11.2. Les applications de la PCR-DGGE 
I.11.2.1. Étude de la biodiversité de la communauté microbienne dans 
l’environnement 
 Depuis son introduction par Muyzer et al.  (1993) en écologie microbienne, la 
PCR-DGGE a été employée avec succès pour étudier les communautés 
microbiennes dans l’environnement. Cette technique est habituellement employée 
pour évaluer la diversité de la communauté et pour déterminer sa dynamique en 
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réponse aux variations environnementales. Les plus récentes applications portent 
sur l’étude de la structure et de l’évolution des communautés bactériennes du sol 
(Avrahami et al., 2003 ; Edenborn et al., 2007); de la mer (Bano et Hollibaugh, 2002 ; 
Pinhassi et al., 2004) ; des rivières (Sekiguchi et al., 2002 ; Lyautey et al., 2004) ; 
des étangs (Crump et al., 2003 ; Van der Gucht et al., 2005), de l’eau des stations 
d’épuration (Liu et al., 2006, Moura et al., 2007), du pétrole (Phung et al., 2004), du 
bois (Landy et al., 2007), des échantillons cliniques (Burton et al., 2003 ; Donskey et 
al., 2003 ). 
 
I.11.2.2. Suivi et identification de la communauté microbienne au cours des 
fermentations  
 Le grand potentiel montré par la PCR-DGGE pour analyser les échantillons 
environnementaux a stimulé les microbiologistes pour étudier la possibilité de son 
application dans le suivi des fermentations microbiennes. Parmi les premiers qui s’y 
sont intéressés, Ampe et al. (1999) ont étudié la distribution spatiale des 
microorganismes dans des boules de Pozol, un aliment mexicain à base de maïs 
fermenté. Des bactéries lactiques ont été identifiées par le séquençage des 
fragments d’ADN purifiés à partir du gel DGGE. Couplée à des techniques 
d’hybridation et à des dosages des produits de fermentation, la DGGE a permis 
d’identifier différentes bactéries acido-lactiques et de préciser leur rôle dans le 
processus de fermentation. En plus, en comparant les résultats obtenus par l’analyse 
de la flore bactérienne par DGGE et ceux de l’analyse microbienne traditionnelle, les 
auteurs ont conclu que les méthodes de culture-indépendantes ont semblé être 
meilleures que les méthodes classiques pour étudier les aliments fermentés. Pour le 
même produit de Pozol, Ben Omar et Ampe (2000) ont étudié la flore microbienne 
responsable de la fermentation en examinant la dynamique de la communauté 
microbienne au cours de la production de ce produit. Ils ont identifié les espèces 
microbiennes dominantes à différent stades de la fermentation, et montré la 
responsabilité des espèces importantes de la fermentation et de la production des 
composés essentiels. Ainsi, Streptococcus spp. a dominé le processus total tandis 
que les bactéries lactiques hétérofermentaires telles que Lactobacillus fermentum 
étaient présentes dès le début de la fermentation mais ont ensuite été remplacées 
par les bactéries lactiques homofermentaires (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus 
casei et Lactobacillus delbrueckii). L’empreinte génétique a donc permis de donner 
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une image de la communauté bactérienne à un instant donné. C’est la succession de 
ces images qui permet d’aboutir à l’établissement de la dynamique de fermentation. 
Cette application est intéressante puisqu’elle permet de suivre les fluctuations 
bactériennes au cours d’un traitement technologique, cet aspect pourrait amener à 
terme à la maîtrise des procédés de fabrication de produits alimentaires fermentés. 
Dans une autre étude concernant la fermentation de pâte de manioc, Miambi et al. 
(2003) ont identifié dix espèces bactériennes en utilisant les mêmes techniques 
culture-dépendantes et culture-indépendantes. Les auteurs ont montré que 
Lactobacillus manihotivorans, Lactobacillus fermentum et Lactobacillus crispatus, qui 
ont été identifiés par séquençage des bandes DGGE, ne pouvaient pas être trouvés 
par des techniques classiques.  
 Les produits laitiers sont les plus étudiés parmi les produits alimentaires et 
l’approche de PCR-DGGE a été récemment exploitée pour surveiller la fermentation 
de ces produits. Ercolini et al. (2001 ; 2003) ont travaillé successivement sur la 
microflore de deux fromages : la Mozzarella d’origine italienne et le Stilton d’origine 
anglaise. Par séquençage des fragments recueillis après DGGE, ils ont pu identifier, 
dans le fromage italien, des bactéries lactiques thermophiles comme Streptococcus 
thermophilus, des bactéries lactiques mésophiles comme Lactococcus lactis, et des 
bactéries assimilées à des contaminations comme Alishewanella fetalis. Le fromage 
britannique quant à lui semble contenir une flore beaucoup plus complexe, dont la 
répartition n’est pas homogène entre le cœur et la croûte. Cette méthode a été aussi 
appliquée pour caractériser des populations microbiennes dominantes dans le 
fromage Cabrales espagnol (Flórez et al., 2006) et le fromage Domiati, un fromage 
traditionnel égyptien (El-Baradei et al., 2007).   
 La PCR-DGGE a aussi servi à l’étude de boissons fermentées. Les 
communautés bactériennes présentes pendant la fermentation du malt à whisky ont 
pu être ainsi étudiées (Van Beek et Priest, 2002). Les auteurs ont montré que 
l’ensemble des Lactobacillus présents joue un rôle important dans les premières 
étapes de la réaction, alors qu’en fin de fermentation seuls 2 souches de 
Lactobacillus homofermentaires dominent. 
 La communauté microbienne intervenant pendant la maturation de la vanille 
en Indonésie a aussi été étudiée par cette approche (Röhling et al., 2001). Les 
auteurs ont trouvé une présence significative de Bacillus et d’autres 
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microorganismes théoriquement non cultivables durant le traitement à haute 
température de la gousse.   
 
I.11.2.3. Contrôle de qualité des produits alimentaires 
 La PCR-DGGE peut être appliquée pour déterminer les flores bactériennes 
dans le produit fini, et contrôler sa qualité biologique. Silvestri et al. (2007) ont utilisé 
la PCR-DGGE en la combinant avec une méthode de culture classique pour la 
surveillance de la qualité hygiénique du Ciauscolo, un salami traditionnel italien. 
Cette méthode a permis de prouver la qualité de ce produit en montrant l’absence 
des bactéries pathogènes au niveau artisanal ainsi qu’au niveau industriel. 
 Hovda et al. (2007a, b) l’ont utilisée pour caractériser les populations 
bactériennes présentes dans les filets de flétan et de morue d’élevage emballés sous 
atmosphère contrôlée. Ils ont montré que la méthode est applicable pour identifier les 
microorganismes responsables de la détérioration des poissons. Les bactéries 
principales dans un emballage sous atmosphère contrôlée et emballage normal 
étaient P. phosphoreum, B. thermosphacta et Pseudomonas spp.  
 Dans la même optique, la PCR-DGGE a permis de surveiller la qualité 
hygiénique de la salade (Handschur et al., 2005) et des bactéries de la famille des 
Microbacteriaceae comme M. testaceumm, A. junii, R. tritici et des 
Enterobacteriaceae comme Klebsilla pneumoniae et Enterobacter aerogenes ont été 
trouvées. Cette technique pourrait être utilisée pour détecter les microorganismes 
pathogènes présents dans les produits alimentaires (Ji et al., 2004). La comparaison 
de la microflore de l’aliment avec un mélange de bactéries témoins devrait permettre 
de donner l’état de la qualité sanitaire escomptée du produit, plus rapidement 
qu’avec les techniques d’analyse classique. En effet, la durée d’une analyse totale 
des bactéries en DGGE, pour une trentaine d’échantillons, nécessite moins de 
24 heures, ce qui est le temps minimal nécessaire pour la plupart des analyses 
classiques. 
 La PCR-DGGE a été également appliquée pour contrôler la qualité hygiénique 
de l’eau minérale. Dewettinck et al. (2001) ont ainsi montré qu’il était possible 
d’obtenir des empreintes génétiques à partir des eaux souterraines et de l’eau 
minérale commerciale. La présence des microorganismes non cultivables a été aussi 
prouvée par cette méthode.  
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 L’utilisation de cette technique par Fasoli et al. (2003) a permis d’identifier les 
microorganismes présents dans des yaourts probiotiques et des préparations 
probiotiques lyophilisées. Des témoins de migrations ont été créés en utilisant les 
bactéries généralement rencontrées dans les produits probiotiques. La comparaison 
de produits commerciaux à ces modèles a montré que certains microorganismes non 
déclarés sont présents dans les produits.  
 
I.11.2.4. Authentification et identification d’origine géographique 
 Cette approche globale pourrait servir pour le contrôle des appellations. 
Coppola et al. (2001) ont comparé différents modes de fabrication de fromage : une 
méthode dite artisanale et une méthode plus industrielle. Ils ont montré que la 
microflore du fromage dépend en partie du mode de production. De ce fait, la 
technique de PCR-DGGE pourrait être assimilée à un outil de diagnostic pour les 
produits qui doivent porter la mention « produit artisanal ».   
 Une application originale et effective de la PCR-DGGE pour grouper des 
produits alimentaires a été décrite par Mauriello et al. (2003). Ces travaux sur la flore 
initiatrice de la production de Mozzarella, un fromage traditionnel italien, ont montré 
que la composition des starters dépendait fortement de leur origine géographique. 
De plus, les caractères organoleptiques des différents fromages sont eux aussi 
dépendants de l’origine géographique des flores initiatrices. De ce fait les empreintes 
génétiques pourraient être un bon moyen pour protéger les labels de type AOC 
(Appellation d’Origine Contrôlée) ou IGP (Indication Géographique Contrôlée) dont le 
principe d’attribution est un cahier des charges axé essentiellement sur l’origine de la 
zone de production et le savoir-faire humain. 
 Le travail de Leesing (2005) a porté sur l’optimisation des conditions de la 
PCR-DGGE pour la caractérisation et la comparaison des communautés 
bactériennes des poissons venant de différentes régions de France et de Thaïlande. 
L’auteur a montré qu’il est possible de différencier les poissons d’origine différente 
par les profils de DGGE obtenus. 
 Le Nguyen et al. (2008a) ont travaillé sur la détermination de l’origine 
géographique du poisson-chat (Pangasius) du Vietnam par la PCR-DGGE. Les 
poissons sont prélevés dans des fermes aquacoles différentes et pendant 2 saisons 
différentes, la saison des pluies et la saison sèche. Ce travail représente un chapitre 
de cette thèse. Les profils DGGE des populations bactériennes des différentes 
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fermes étaient différents et spécifiques pour chaque site. La notion de code barre 
génétique est ainsi apparue (Montet, 2003) car le gel DGGE pourrait être utilisé 
comme un code barre pour certifier l’origine géographique des poissons. 
 
I.11.3. Les limites de la PCR-DGGE 
 Comme toutes les techniques moléculaires, la PCR-DGGE est elle aussi 
soumise à de nombreux biais qui peuvent forcement entacher l’analyse de la 
diversité microbienne d’un échantillon. Ces biais peuvent intervenir à différents 
stades de l’analyse : lors de l’échantillonnage, de la conservation de l’échantillon, de 
la lyse cellulaire lors de l’extraction des ADN, de l’amplification de l’ADNr 16S par 
PCR,  de la migration électrophorétique sur le gel DGGE et du manque de sensibilité 
de la méthode pour les souches présentes en faible quantité. 
 
I.11.3.1. Echantillonnage et conservation des échantillons 
 L’échantillon prélevé dans le milieu devra rendre compte le plus fidèlement 
possible de l’ensemble des espèces présentes dans l’environnement. Il est donc 
important de connaître les conditions physico-chimiques des échantillons.  
 Dans le cas où il n’est pas possible de traiter (extraction d’ADN) l’échantillon 
dès son prélèvement, il est nécessaire de le stocker dans les conditions qui 
permettent de conserver l’intégrité des acides nucléiques. Rochelle et al. (1994) ont 
comparé les effets de différentes techniques de conservation sur la composition de 
banque de clones d’ADNr 16S. Les échantillons congelés rapidement et stockés 
sous atmosphère anaérobie présentent une diversité bien plus importante que les 
échantillons conservés en aérobiose ou congelés plus tardivement. Selon les 
auteurs, la congélation tardive peut être source d’enrichissement de certains 
phylotypes.  
 Le lavage, le transport ou les procédures de refroidissement peuvent 
influencer les espèces microbiennes présentes dans l’échantillon en augmentant ou 
en réduisant le nombre et les espèces pouvant être détectées par la PCR-DGGE 
(Ercolini, 2004). 
 
I.11.3.2. Extraction des acides nucléiques 
 L’extraction de l’ADN constitue une étape clé. La première étape de 
l’extraction est la lyse cellulaire, qui a pour effet de casser les membranes cellulaires 
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des microorganismes en endommageant le moins possible les acides nucléiques. 
L’efficacité de la technique de lyse cellulaire sur un échantillon est d’autant plus 
difficile à déterminer que l’on ne connaît pas le type et la quantité de cellules 
microbiennes à analyser. Toutes les espèces microbiennes n’ont pas la même 
sensibilité aux agents lytiques du fait des compositions différentes de leur paroi. Les 
études ont prouvé que les bactéries à Gram positif sont plus difficiles à lyser que les 
bactéries à Gram négatif, que les spores et les petites cellules qui résistent mieux à 
la lyse cellulaire (Kuske et al., 1998 ; Hoshino et Matsumoto, 2005).  
 La purification des acides nucléiques peut s’avérer difficile sur des 
échantillons non homogènes. Les matrices alimentaires comme les lipides, 
protéines, polysaccharides et sels diminuent les rendements d’extraction et peuvent 
être retrouvées dans les extraits d’ADN. Ces résidus pourraient également agir 
comme inhibiteurs lors de l’amplification par PCR. Il est aussi parfois nécessaire de 
simplifier la technique d’extraction afin d’avoir des ADN de meilleure qualité (Wilson, 
1997). 
 
I.11.3.3. Amplification par PCR 
 L’amplification par PCR est l’une des sources majeures de biais dans l’étude 
de la diversité microbienne. Certains brins subissent une amplification préférentielle 
par PCR (Reysenbach et al., 1992). Cette amplification préférentielle pourrait être 
provoquée par la réhybridation d’ADN cibles, ce qui empêche l’hybridation des 
amorces (Suzuki et Giovannoni, 1996). Elle peut être aussi liée au choix des 
amorces (Brunk et Eis, 1998), à la composition en G+C de la séquence (Dutton et 
al., 1993) et aux séquences adjacentes de la zone à amplifier (Hansen et al., 1998). 
 Un mélange d’ADN microbien d’une communauté peut ainsi n’être que 
partiellement amplifié par PCR, avec pour conséquence l’obtention d’un produit dont 
une partie des membres originaux de la communauté est absente. Cela représente 
un problème pour l’analyse de la communauté microbienne par la PCR-DGGE parce 
que  le nombre d’espèces détectées peut ne pas refléter complètement la diversité 
de l’échantillon.   
 Le choix des amorces et la région cible pour l’amplification est aussi important. 
Pour un même échantillon, l’image de la population microbienne peut varier en 
fonction de la région variable de l’ADN 16S amplifiée (Ercolini, 2004).  
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 Un autre problème est la formation de molécules chimériques. Lors de 
l’appariement, des simples brins d’ADN vont s’associer entre eux plutôt qu’avec les 
amorces (Liesack et al., 1991 ; Kopczynski et al., 1994). De plus, la formation de 
molécules hétéroduplex au cours de l’amplification peut rendre difficile l’interprétation 
de la diversité microbienne par DGGE (Ruano et Kidd, 1992). Une molécule d’ADN 
hétéroduplex a deux brins de 2 produits PCR différents, qui peuvent être formés par 
la réhybridation des produits dénaturés de PCR. En raison des mésappariements 
entre le double brin dans les molécules hetétoduplex, leur température de fusion est 
plus basse que celle des molécules homoduplex.  
 La présence de l’ADN de contaminants dans le tampon de réaction, de l’eau 
ou les tubes peut aussi fausser le résultat de l’amplification en augmentant la 
diversité de l’échantillon (Tanner et al., 1998).   
 
I.11.3.4. La DGGE 
 Une des limitations de la DGGE est le gel d’acrylamide qui ne permet qu’une 
séparation des fragments ayant une longueur maximale de 500 paires de base 
(Myers et al., 1985). Une identification fiable des espèces microbiennes est difficile 
car les séquences des bandes de DGGE que l’on compare à celles des bases de 
données peuvent être identiques au sein du même genre bactérien d’autant plus que 
les séquences comparées sont petites. De plus, il n’est pas toujours possible de 
séparer les fragments d’ADN qui ont certaines variations dans les séquences 
(Vallaeys et al., 1997).  
 La co-migration des fragments d’ADN peut être un problème pour la recherche 
des séquences particulières. En fait, malgré des séquences différentes, les 
propriétés de fusion des brins d’ADN peuvent être quelquefois identiques. Dans ce 
cas, les gels DGGE ne peuvent permettre la séparation des bandes (Ercolini, 2004). 
 
 La présence de plusieurs copies du gène de l’ARNr 16S dans le génome 
bactérien avec des séquences différentes peut être un autre obstacle. Une espèce 
ayant plusieurs copies du gène de l’ARNr peut donner un profil de DGGE caractérisé 
par plusieurs bandes, ce qui conduit à la surestimation de la diversité de la 
communauté microbienne (Nübel et al., 1996).  
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I.11.3.5. Limite de la détection bactérienne 
 La sensibilité de la PCR-DGGE est basée sur la réaction de la PCR et sa 
capacité d’amplifier l’ADN bactérien d’un échantillon complexe. Pour obtenir les 
meilleurs résultats, le produit doit être autant pur et concentré que possible. 
Généralement, la sensibilité pour un échantillon alimentaire est réduite, due à un 
éventail de substances inhibitrices (Wilson, 1997). La limite de détection est 
dépendante des espèces considérées et oscille entre 102-105 UFC/mL (Temmerman 
et al., 2003 ; Fasoli et al., 2005 ; Silvestri et al., 2007), tandis que le seuil de 
détection d’E. coli dans l’eau minérale varie entre 104 et 108 UFC/mL (Dewettinck et 
al., 2001). Plusieurs études différentes indiquent cependant que des populations 
bactériennes qui composent 1% ou plus de la communauté totale peuvent être 
détectées par la PCR-DGGE (Muyzer et al., 1993 ; Murray et al., 1996).  
 Bien que la méthode de PCR-DGGE soit souvent employée, il y a encore 
quelques inconvénients qui peuvent réduire son efficacité pour analyser la 
communauté bactérienne. Malgré ces limites, la DGGE est fortement préférée et 
considérée comme une des meilleures techniques permettant le suivi de l’écologie 
bactérienne d’un aliment de façon globale, rapide et reproductible (Ercolini, 2004). 
 
I.12. Rep-PCR (Repetitive element sequence-based polymerase chain reaction) 
I.12.1. Technique  
 La Rep-PCR est aussi une technique basée sur l’amplification de la séquence 
d’ADN pour identifier et classifier des microorganismes. Cette technique s’est avérée 
extrêmement fiable, reproductible, rapide et fortement discriminatoire (Versalovic et 
al., 1994).  
 La Rep-PCR utilise les amorces complémentaires aux séquences répétitives 
fortement conservées présentes en grand nombre de copies multiples dans les 
génomes de la plupart des bactéries à Gram négatif et de plusieurs bactéries à Gram 
positif. Cette technique permet d’amplifier toutes les zones du génome qui contient 
des séquences nucléotidiques répétitives palindromiques (Lupski et Weinstock, 
1992). Trois familles de séquences nucléotidiques répétitives ont été identifiées, y 
compris l’élément de REP (pour repetitive extragenic panlidromic) contenant 35-40 
pb (Higgins et al., 1988), l’élément d’ERIC (pour enterobacterial repetitive intergenic 
consensus) contenant 124-127 pb (Hulton et al., 1991) et l’élément de BOX 
contenant 154 pb (Versalovic et al., 1994). Ces séquences sont situées dans la 
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position distincte et intergénique  autour du génome et sont  très conservées au sein 
d’une même espèce malgré l’existence de variation infra-spécifique (Versalovic et al., 
1994 ; Rademaker et De Bruijn, 1997). L’amplification en Rep-PCR permet donc 
d’obtenir des amplicons de taille variable qui sont ensuite séparés par électrophorèse 
sur gel d’agarose. Le profil électrophorétique alors obtenu représente une signature 
hautement discriminante qui permet de différencier les microorganismes.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I.8. : Principe de la Rep-PCR (source : Rademaker et de Bruijn, 1997). 
 
I.12.2. Applications de la Rep-PCR 
 Un avantage distinct de la Rep-PCR est que les amorces peuvent être 
employées pour une variété de bactéries à Gram négatif et à Gram positif. Ceci 
signifie qu’aucune connaissance de la structure génomique ou de la nature des 
séquences répétées indigènes n’est nécessaire (Versalovic et al., 1994). De plus, 
Wood et al. (1993), Versalovic et al. (1994) proposent d'utiliser le tampon de 
Gitschier qui contient des tensioactifs qui permettent d'amplifier l’ADN à partir de 
cellules bactériennes entières, ceci facilite son application et permet une 
différenciation rapide des bactéries. 
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 La Rep-PCR a été appliquée avec succès dans les domaines médical (Wood 
et al., 1993), agricole (Prabhu et al., 2007) et alimentaire (Callon et al., 2004 ; 
Casalta et al., 2004 ; Jurkovic et al., 2006) pour la diversité microbienne. De plus, la 
Rep-PCR est un outil important pour l’identification et la classification des bactéries. 
Cette méthode a été appliquée pour identifier des genres divers de bactéries, comme 
Escherichia coli (Dombek et al., 2000 ; McLellan et al., 2003), Xanthomonas 
(McDonald et Wong, 2001 ; Aritua et al., 2007), Paenibacillus (Genersch et Otten, 
2003), Bifidobacterium (Shuhaimi et al., 2001), Clostridium difficile (Rahmati et al., 
2005), Bacillus licheniformis (Whitaker et al., 2004). Des applications de la Rep-PCR 
ont été également rapportées pour les moisissures en identifiant le genre Aspergillus 
(Van Belkum et al., 1993) et Fusarium (Edel et al, 1995).  
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II. MATÉRIELS ET MÉTHODES 
II.1. Échantillonnage des poissons 
II.1.1. Échantillonnage des bars de France 
 Les bars (Dicentrarchus labrax) d’origine française proviennent de différentes 
régions de France : de la société Viviers du Gois (Beauvoir sur Mer), de la société 
Aquanord (Gravelines), de l’Ifremer Palavas (Montpellier) et de la société « Les bars 
du soleil » à Sète (Tableau II.1 etFigure II.1). Après prélèvement aseptique au moyen 
de gants en latex et d’emballages plastiques stériles, ils ont été envoyés au 
laboratoire du CIRAD sous forme congelée. Les échantillons ont été conservés dans 
une chambre froide à -20°C durant toute la durée de l’expérimentation. 
 
Tableau II.1 : Liste des fermes aquacoles françaises  
où ont été prélevés les échantillons de bars. 
 
N° Sociétés Lieu Aquarium Nbre de poissons Note 
1 Aquanord Gravelines  3  
2 Viviers du Gois Beauvoir sur Mer  3  
3 IFREMER Palavas Montpellier 
E 
K 
ASC 
C1 
1 
3 
5 
5 
Circuit fermé 
Circuit fermé 
Circuit fermé 
Circuit ouvert 
4 Les bars du soleil Sète  3  
 
Circuit fermé : l’aquarium est alimenté par de l’eau de mer qui est filtrée et recyclée en continu. 
Circuit ouvert : l’eau est pompée dans la mer et donc renouvelée en permanence. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II.1 : Région d’échantillonnage en France. 
(http://www.septimanie-export.com/commun/images/atlas/cartes/carte_france_fr.gif) 
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II.1.2. Échantillonnage des poissons-chats Pangasius au Vietnam 
 L’échantillonnage a été réalisé au Vietnam au cours de 2 saisons : la saison 
des pluies (Octobre 2005) et la saison sèche (Février 2006).  
 Les poissons-chats Pangasius (Pangasius hypophthalmus) sont élevés dans 
des fermes de la région d’An Giang dans le delta du Mékong (Tableau II.2, 
Figure II.2 et Figure II.3). Cette région fournit à peu près 2/3 de la quantité des 
poissons-chats Pangasius destinés à l’exportation (200 000 tonnes en 2007) 
(Vietnam Fisheries Information Center (FICen), 2008). Le climat du delta du Mékong 
se caractérise par une température élevée relativement stable aux alentours de 
29°C, une humidité importante avec 2 saisons : saison des pluies et saison sèche.  
 Les poissons prélevés pèsent entre 1000 g et 1500 g et sont élevés pendant 8 
à 10 mois. Cinq à seize poissons sont prélevés par localisation. 
 
Tableau II.2. : Liste des fermes aquacoles du Vietnam où ont été prélevés les 
échantillons de poissons-chats Pangasius. 
 
N° Région Nom du district 
Distance de Cantho 
(Laboratoire 
universitaire) 
Nombre de 
poissons 
Saison 
d’échantillonnage 
1 An Giang Chau Phu 40 km 16 Pluies et sèche 
2 An Giang Chau Doc 60 km 16 Pluies et sèche 
3 An Giang An Phu 30 km 16 Pluies et sèche 
4 An Giang Tan Chau 50 km 13 Pluies et sèche 
5 An Giang Phu Tan 45 km 5 Pluies 
 
 Tous les poissons ont été prélevés vivants. Pour limiter l’effet de l’aliment, la 
capture a été réalisée tôt le matin, quand les poissons sont à jeun.  Dès la sortie de 
l’eau, les poissons sont conservés dans des sacs plastiques stériles. Les sacs 
plastiques contenant les poissons ont été ensuite recouverts de glace dans une boîte 
isotherme et transportés jusqu’au laboratoire de l’Université de Cantho à environ 
60 kms des fermes. Cette procédure évite une contamination indésirable pouvant 
fausser les résultats de la détermination de l’origine. 
 Au laboratoire, les ouïes, la peau et les intestins ont été séparés du reste du 
poisson et congelés séparément à – 20°C de façon aseptique. Ces échantillons ont 
été acheminés vers les laboratoires du CIRAD à Montpellier par avion, à l’état 
congelé.  
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Figure II.2. : Région d’échantillonnage au Vietnam (www.havenworks.com) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II.3. : Photo de la ferme aquacole du district de Chau Phu, région d’An Giang 
dans le delta du Mékong au Vietnam (Photo Le Nguyen, 2006). 
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II.1.3. Échantillonnage des poissons-chats Pangasius au Cambodge 
 L’échantillonnage a été réalisé au Cambodge pendant la saison sèche (Mars 
2006). Les poissons-chats Pangasius (Pangasius hypophthalmus) sont élevés dans 
des fermes expérimentales de l’Université Royale d’Agriculture au district de 
Chamcar Daung, Phnom Penh et au district de Samroung, province de Siem Reap, 
Cambodge (Tableau II.3. et Figure II.4). Le prélèvement et le stockage des poissons 
ont été réalisés selon la même procédure qu’au Vietnam. Trois poissons sont 
prélevés par localisation. 
 
Tableau II.3. : Liste des fermes aquacoles du Cambodge où ont été prélevés les 
échantillons de poissons-chats Pangasius. 
 
N° Provinces Nom du district 
Distance de 
Phnom Penh 
(Laboratoire 
universitaire) 
Nombre 
de 
poissons 
Saison 
d’échantillonnage
1 
Phnom 
Penh 
Chamcar 
Daung 
10 km 3 sèche 
2 Siem Reap Sam Roung 100 km 3 sèche 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II.4. : Région d’échantillonnage au Cambodge  
(www. wordcollision.wordpress.com). 
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II.1.4. Échantillonnage de l’eau de l’étang d’élevage des poissons-chats 
Pangasius au Vietnam  
 Afin d’établir la relation entre la communauté bactérienne du poisson et celle 
de l’environnement dans lequel le poisson est élevé, un échantillon d’eau a été 
prélevé dans le même bassin que le poisson. L’échantillonnage a été réalisé pendant 
la saison sèche (Février 2006) (Tableau II.4). 50 mL d’eau ont été prélevés dans des 
flacons stériles. Pour chaque étang, 3 répétitions ont été réalisées. Les flacons 
contenant l’eau ont été ensuite recouverts de glace et mis dans une boîte isotherme 
puis transportés jusqu’au laboratoire de l’Université de Cantho à environ 60 kms des 
fermes. Au laboratoire, l’eau a été filtrée sur des filtres Whatman de 0,2 µm en 
acétate de cellulose. Les filtres ont été ensuite stockés à -20°C et acheminés vers 
les laboratoires du CIRAD à Montpellier par avion.  
 
Tableau II.4. : Liste des fermes du Vietnam où ont été prélevés 
les échantillons d’eau. 
 
N° Régions Nom du district 
Distance de 
Cantho 
(Laboratoire 
universitaire) 
Nombre 
d’échantillons
Saison 
d’échantillonnage
1 An Giang Chau Phu 40 km 3 sèche 
2 An Giang Chau Doc 60 km 3 sèche 
3 An Giang An Phu 30 km 3 sèche 
4 An Giang Tan Chau 50 km 3 sèche 
 
II.1.5. Échantillonnage pour l’étude de l’environnement de travail dans une 
usine du Vietnam 
 Les Pangasius (Pangasius hypophthalmus) ont été collectés par des pécheurs 
professionnels dans des fermes aquacoles du delta du Mékong et transportés 
vivants à l’usine dans des bateaux viviers. Les poissons ont été ensuite transformés 
par l’usine dans la même journée. 
 Cette usine vietnamienne, dont le nom est volontairement tenu secret, sort 2 
produits principaux : les filets de poisson et le poisson entier étripé. A l’époque de 
notre étude, la demande en filets de poissons étant importante, la ligne de 
transformation était donc presque toujours occupée par ce produit. La capacité était 
à peu près de 30 tonnes par jour.  
 La première étape de transformation du filet, après l’étape de réception, 
consiste à égorger pour saigner et  laver les poissons dans des bacs d’eau chlorée à 
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50 ppm. Ils sont ensuite pesés et filetés. Les filets sont pelés, lavés à nouveau, 
pesés et congelés séparément (IQF) dans un congélateur tunnel à bande en froid 
mécanique à -40°C. Les filets sont ensuite emballés dans des cartons étiquetés puis 
stockés en chambre froide à -20°C. C’est sur cette ligne de transformation que nous 
avons prélevé nos échantillons (Figure II.5).   
 A la fin de chaque journée de production, une procédure de nettoyage et de 
désinfection totale est appliquée. Le nettoyage est réalisé avec de l’eau à basse 
pression contenant un détergent moussant. La désinfection est conduite avec une 
solution d’hypochlorite de sodium à 200 ppm et le matériel est ensuite rincé avec de 
l’eau de source.  
 Les échantillons de poissons ont été prélevés au cours du processus de 
transformation, avant et après chaque traitement (Figure II.6). Les poissons ou les 
filets de poisson sont prélevés dans des sacs stériles à chaque étape. Trois 
répétitions ont été faites pour chaque étape. Les sacs contenant les échantillons ont 
été ensuite recouverts de glace dans des boîtes isothermes et transportés jusqu’au 
laboratoire de l’Université de Can Tho à environ 30 kms de l’usine. Au laboratoire, 
les échantillons ont été congelés à -20°C jusqu’à l’extraction des ADN. L’extraction 
des ADN bactériens est réalisée selon le même protocole qu’au laboratoire du 
CIRAD. Les extraits d’ADN ont été ensuite acheminés congelés vers le laboratoire 
du CIRAD à Montpellier par avion. 
 Les échantillons dits « environnementaux » ont été prélevés à partir des 
surfaces de traitement au cours de la transformation et après le nettoyage et la 
désinfection (Figure II.6) par écouvillonnage avec un écouvillon stérile (Copan, Italia) 
sur une surface d’à peu près 100 cm2. La superficie de la surface d’échantillonnage 
n’est cependant pas très précise car l’échantillonnage a été réalisé sur différentes 
surfaces telles que le bac de lavage, la table de transformation, le panier de pesage, 
la bande du convoyeur… L’écouvillon a été humecté préalablement avec de l’eau 
peptonée (Bio-Rad, France) à 0,1% w/v. Chaque écouvillon est placé après 
prélèvement dans un sac stérile pour Stomacher et congelé à -20°C jusqu’à 
l’extraction des ADN. Ces extraits d’ADN ont été ensuite acheminés congelés vers le 
laboratoire du CIRAD à Montpellier par avion.  
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Figure II.5. : Ligne de transformation du filet de Pangasius dans l’usine vietnamienne 
(photo Le Nguyen, 2007). 
 
 
Figure II.6. : Plan d’échantillonnage des filets de poisson (1) et du matériel (2) au 
cours du processus de transformation et après lavage et désinfection. 
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Filetage 
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II.1.6. Échantillons de Tilapias  
 Les poissons sont des Tilapias hybrides (Oreochromis niloticus x 
Sarotherodon melanotheron) élevés dans des aquariums d’eau douce tempérée à 
27°C au CIRAD, campus Lavalette, Montpellier. Ils ont été retenus pour leur facilité 
d’approvisionnement et leur historique connu. En effet, il était impossible d’étudier 
l’effet des traitements technologiques sur la flore microbienne de poissons provenant 
d’Asie du Sud Est car il est difficile d’importer des poissons vivants ou frais.  
Après prélèvement aseptique, les poissons ont été conservés dans les sacs 
plastiques stériles et transportés au laboratoire à proximité pour être transformés 
immédiatement. 
 
Tableau II.5. : Aquarium français où ont été prélevés les échantillons de Tilapia. 
 
N° Société Lieu Aquarium Nbre de poissons Note 
1 CIRAD Montpellier G 27 
Échantillonnage 
au cours des 
expérimentations
 
II.2. Extraction de l’ADN bactérien totaux des poissons 
II.2.1. Protocole d’extraction 
 L’extraction de l’ADN à partir de poisson ou à partir de l’eau de la ferme 
aquacole est basée sur les méthodes de Ampe et al. (1999) et Leesing (2005) 
auxquelles nous avons apporté quelques modifications afin de les optimiser. 
 Toutes les préparations des produits utilisés pour l’extraction sont présentées 
dans l’annexe 1. 
 Trois parties du poisson ont été jugées intéressantes dans le cadre de cette 
étude : la peau, les ouïes et les intestins. La peau, en contact avec l’eau et les ouïes 
qui jouent un rôle de filtre naturel. Ils sont donc potentiellement riches en germes 
bactériens représentatifs de la microflore de l’eau. Par ailleurs, la microflore des 
intestins varie selon l’alimentation du poisson et présente donc un intérêt 
incontestable pour l’analyse. 
 Les prélèvements sont réalisés sous hotte stérile. Six grammes d’un mélange 
de peau (1/3), d’intestins (1/3) et d’ouïes (1/3) sont introduits dans un tube stérile 
contenant 6 mL d’eau peptonée tamponnée stérile. La solution est homogénéisée au 
Vortex (Stuart Vortex mixer, Bibby Sterilin, UK) à 2 500 rpm pendant 10 min. 
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 Tous les échantillons, que ce soit des filets de poisson ou des écouvillons de 
la surface des équipements prélevés à l’usine, sont malaxés dans 10 mL d’eau 
peptonée pendant 10 min à vitesse maximale du Stomacher (Seward, England). 
 Afin d’extraire l’ADN bactérien, le filtre qui a servi à collecter les bactéries de 
l’eau des fermes est introduit dans un tube stérile contenant 4 mL d’eau peptonée 
tamponnée. La solution est homogénéisée au Vortex à 2 500 rpm pendant 10 min.  
 Ensuite, cette solution d’eau peptonnée est répartie en microtubes de 2 mL 
puis centrifugée à 12 000 g pendant 10 min (Biofuge, Heraeus Instruments, 
Allemagne). Les culots contenant les bactéries sont remis en suspension dans 
100 µL de tampon de TE (10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA pH 8, Promega, 
France). 
 Dans un premier temps, les cellules extraites subissent une hydrolyse 
enzymatique provoquée par 100 µL de lyzozyme (25mg/mL,  Eurobio, France) et 
50 µL de protéinase K (20 mg/mL, Eurobio, France). Cette solution est agitée au 
Vortex pendant 1 min et incubée à 42°C au bain marie pendant 30 min, cette 
température correspondant à la moyenne des optimums d’activités des enzymes. Le 
lysozyme est une muramidase qui permet la lyse de la paroi bactérienne en coupant 
les liaisons β-1,4- du peptidoglycane qui relie l’acide N-acétylmuramique (NAM) à la 
N-acétylglucosamine (NAG). La protéinase K est une protéase non spécifique qui va 
permettre l’hydrolyse des protéines et notamment les protéines membranaires. 
 Dans un second temps, les cellules extraites subissent une dénaturation 
chimique par l’ajout de 20 µL de Dodecyl Sulfate de Sodium (SDS) à 20% et une 
incubation à 42°C pendant 10 min. Le SDS est un détergent anionique qui va 
favoriser la déstructuration des lipides de la membrane cellulaire. Le SDS complète 
l’action de la protéinase K. Après cette dénaturation protéique, 400 µL de Mixed Alkyl 
Trimethyl Ammonium Bromide (MATAB) à 2% dans une solution de NaCl (3M) sont 
ajoutés à l’hydrolysat. Le mélange est incubé à 65°C pendant 10 min. Le MATAB 
permet de faire précipiter les polysaccharides. De plus les ions Na+, qui vont se 
placer en périphérie de l’ADN chargé négativement, apportent une plus grande 
stabilité à la molécule. 
 Après la lyse cellulaire, la solution d’hydrolysat obtenue est purifiée par une 
extraction répétée 2 fois par 700 µL d’un mélange de phénol (Fluka BioChemika, 
Allemagne)/ chloroforme (Prolabo, France)/alcool isoamylique (Panreac, Espagne) 
(25/24/1, v/v/v). Le tube est agité manuellement par retournements pendant 5 min 
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puis centrifugé à 10 000 g pendant 10 min. Cette étape permet d’éliminer les 
constituants bactériens autres que les acides nucléiques. Après centrifugation, deux 
phases peuvent être observées dans les microtubes : la phase inférieure organique 
est constituée par le phénol et la phase supérieure aqueuse contient l’ADN. Les 
protéines et les polysaccharides sont retrouvés à l’interface des deux phases. La 
phase aqueuse contenant l’ADN est récupérée et traitée avec un volume d’un 
mélange chloroforme/alcool isoamylique (24/1, v/v) puis centrifugée à nouveau. Ce 
traitement permet d’éliminer le phénol de la solution. L’ADN est ensuite précipité par 
addition d’un volume d’isopropanol froid (stocké à -20°C) (Carlo Erba, France) et de 
0,1 volume d’acétate de sodium 3M, pH 5,2 (Panreac, Espagne)  puis les tubes sont 
placés à -20°C pendant une nuit. L’alcool chasse l’eau autour de la molécule d’ADN 
et l’acétate de sodium facilite la formation des agrégats d’ADN,  créant l’apparition 
d’un culot d’ADN insoluble. Après une centrifugation à 10 000 g pendant 10 min, le 
culot d’ADN obtenu est ensuite lavé avec 500 µL d’éthanol à 70% (Prolabo, France). 
L’éthanol est plus volatil que l’isopropanol et permet ainsi un meilleur séchage de 
l’ADN.  Le culot d’ADN final est séché à température ambiante. Enfin, l’ADN est 
repris dans 100 µL d’eau pure (Eppendorf, Allemagne) et conservé à -20°C.  
 
II.2.2. Vérification de l’extraction d’ADN sur gel d’agarose 
 Avant d’amplifier les séquences cibles de l’ADN extrait, il faut en vérifier son 
existence et sa pureté par électrophorèse en gel d’agarose (Promega, France) à 
0,8% (w/v) dans un tampon TAE 1X (Eppendorf, Allemagne). 
 8 µL de la solution d’ADN extrait auxquels sont ajoutés 2 µL de la solution du 
colorant bleu/orange (Promega, France) sont déposés dans chaque puits du gel. Le 
marqueur de taille moléculaire est un marqueur de 1 kb (Promega, France). La 
migration dure de 45 min à 1h sous une tension de 100 V. 
 A la fin de la migration, le gel d’agarose est immergé dans une solution de 
bromure d’éthidium (Promega, France) à 50 µg/mL pendant 15 min, puis rincé durant 
15 min à l’eau avant d’être observé sur un trans-illuminateur UV à 318 nm. Le gel est 
photographié par une caméra digitale et la photo est traitée grâce au système Gel 
Smart 7.3 (Clara Vision, Les Ulis, France).  
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II.3. Amplification des ADN extraits par Réaction de Polymérisation en Chaîne 
(PCR) 
II.3.1. Amorces utilisées 
 La région V3 de l’ADNr 16S est amplifiée en utilisant un couple d’amorces GC 
338f et 518r. Ce couple d’amorce couvre la région polymorphe V3 allant des 
positions 338 à 518 du gène de l’ARN 16S du ribosome de E. coli. (∅vreas et al., 
1997; Ampe et al., 1999; Leesing, 2005 ; Le Nguyen et al., 2008a).  Pour la méthode 
DGGE, un GC-clamp de 40 nucléotides est ajouté à l’amorce 338f à l’extrémité 5’ 
afin d’assurer que le fragment d’ADN demeura partiellement bicaténaire (Sheffield et 
al., 1989) (Tableau II.6).  
 
Tableau II.6. : Séquence des amorces GC338f et 518r utilisées en PCR. 
 
Amorces Position* Séquences  
GC338f 
(Sigma-Genosys, France)  338-357 
5’ CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC 
GGG GCG GGG GCA CGG GGG GAC TCC 
TAC GGG AGG CAG CAG 3’ 
518r 
(Sigma-Genosys, France)  518-534 5’ATT ACC GCG GCT GCT GG 3’ 
 *Numérotation établie pour E. coli. 
 
II.3.2. Préparation du mélange réactionnel de PCR 
 La PCR est réalisée dans une plaque de 96 puits SorensonTM (BioScience, 
USA). Le mélange réactionnel est préparé comme décrit par Ampe et al. (1999) et 
Leesing (2005) (Tableau II.7). 
 
Tableau II.7. : Composition du mélange réactionnel de PCR. 
 
Réactifs 
Volume par 
puits 
(µL) 
Concentration finale dans le mix 
(50 µL) 
dNTP 10mM par dNTP (Promega, France) 
Tampon tag, 10X (Promega, France) 
Amorce GC338f 1 µM (Promega, France) 
Amorce 518r 1 µM (Promega, France) 
MgCl2 25 mM (Promega, France) 
Taq polymerase 5U/µL (Promega, France) 
Extrait d’ADN 
Eau pure (Eppendorf, Allemagne) 
2 
5 
10 
10 
3 
0,5 
5 
14,5 
0,2 mM 
1X 
0,2 µM 
0,2 µM 
1,5 mM 
2,5 U 
/ 
/ 
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II.3.3. Condition de la PCR et appareillage 
 Des hybridations non spécifiques peuvent se créer lors de la réaction PCR. 
Ces hybridations sont dues à l’appariement de microséquences complémentaires. 
Pour améliorer la spécificité de l’amplification, une PCR « Touch down » est 
préconisée (Ampe et al., 1999, Le Nguyen et al., 2008a) (Tableau II.8). Une 
dénaturation initiale à 94°C pendant 5 min, puis 10 cycles de « Touch down » avec 
une dénaturation à 94°C pendant 1 min, une hybridation à 65°C (cette température 
est abaissée de 1°C par cycle jusqu’à 55°C) pendant 1 min, et  une élongation à 
72°C pendant 3 min. Ensuite, 20 cycles sont réalisés avec une dénaturation à 94°C 
pendant 1 min, une hybridation à 55°C pendant 1 min et une élongation à 72°C 
pendant 3 min. L’élongation finale est réalisée à 72°C pendant 10 min. Les réactions 
de PCR s’effectuent dans un Thermo cycler (PTC-100 Peltier Thermal Cycler, MJ 
Research Inc.,  USA).  
 
Tableau II.8. : Conditions des réactions de PCR. 
 
Nombre de cycles Température (°C) Temps (min) 
1 94 5 
10 94 1 
 65* 1 
 72 3 
20 94 1 
 55 1 
 72 3 
1 72 10 
* : cette température est abaissée de 1°C par cycle jusqu’à 55°C 
 
II.3.4. Vérification des produits PCR 
 Avant de réaliser la migration sur le gel de DGGE,  les amplicons de PCR 
doivent être vérifiés par électrophorèse en gel d’agarose (Promega, France) à 2% 
(w/v) dans un tampon TAE 1X. La méthode est la même qu’au chapitre II.2.2.  
 
 La taille attendue des produits PCR est de 236 pb. Le marqueur de taille est 
un marqueur de 100 pb (Promega, France). La migration dure 30 min sous une 
tension de 100 V.  
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II.4. Électrophorèse en gel d’acrylamide avec gradient dénaturant (DGGE) 
II.4.1. Composition du gel de DGGE 
 Les fragments d’ADNr 16S amplifiés par PCR sont analysés par DGGE dans 
un gel à 8% d’acrylamide/bisacrylamide (37,5/1, v/v, Promega, France) contenant un 
gradient de dénaturant chimique qui s’étend de 30% à 60%, constitué d’urée 
(Promega, France) et de formamide (Promega, France) (Tableau II.9). L’appareil de 
DGGE utilisé est le modèle Biorad Dcode (Biorad, USA).  
 
Tableau II.9. : Composition des gels de DGGE pour un gradient 
dénaturant de 30 à 60%. 
 
Constituants 30% de dénaturant 60% de dénaturant 
40% Acrylamide/bisacrylamide 
Formamide 
Urée 
TAE 50X 
Eau qsp 
20 mL 
12 mL 
12,6 g 
2 mL 
100 mL 
20 mL 
24 mL 
25,2 g 
2 mL 
100 mL 
 
II.4.2. Préparation du gel DGGE 
 Dans deux tubes de 50 mL d’un préparateur de gradient (Bio-Rad Model 485, 
USA) (Figure II.7) sont mélangés respectivement 16 mL des solutions froides 
(stockées à 4°C) de 30% ou 60% de dénaturants auxquels sont ajoutés 50 µL de 
persulfate d’ammonium (APS) (Promega, France) à 10% w/v en eau distillée et 50 µL 
de Tétraméthyléthylenediamine (TEMED) (Promega, France).  
 Le gel est coulé dans un moule de 0,75 mm d’épaisseur entre deux plaques 
de verre de 200 mm de coté. Une pompe Percom-I, Watson-Marlon (USA) réglée à 
20 tours/min permet de transférer le gel du préparateur de gradient jusqu’au moule. 
La durée de polymérisation du gel est au minimum d’une heure.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II.7. : Préparation du gel de DGGE (Photo Le Nguyen, 2008) :  
mélangeur + pompe + sandwich des deux plaques de verre insérant le gel. 
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II.4.3. Conditions électrophorétiques de la DGGE 
 La cuve d’électrophorèse (Bio-Rad DCode System, USA) est remplie de 
tampon TAE 1X (Tris-acétate, EDTA pH 8,3). Elle est préchauffée préalablement 
pendant 1h à 1h30 avant les dépôts pour atteindre la température de migration de 
60°C (Diez et al., 2001).  
 Le gel de DGGE est placé dans la cuve préchauffée à 60°C et 3 µL de 
colorant bleu/orange (Promega, France) et 15 µL des produits issus de la PCR sont 
déposés par puits à la micropipette. 
 L’électrophorèse est exécutée en deux périodes successives, à 20 V pendant 
10 min puis à 80 V pendant 12h. Après la migration, le gel est retiré délicatement des 
plaques de verre et immergé dans une solution de Bromure d’éthidium (Promega, 
France) à 0,5µg/mL pendant 30 min puis rincé avec de l’eau distillée (ou par du 
tampon TAE 1X) pendant 20 min. Le gel est ensuite observé sur le trans-illuminateur 
UV à 318 nm. Le gel est photographié par une caméra digitale et traité grâce au 
system Gel Smart 7.3 (Clara Vision, Les Ulis, France).  
 
II.4.4. Traitement d’image et traitement statistique des profils DGGE 
 L’image qui est visualisée sur l’écran d’ordinateur est enregistrée sous 
format .tif en négatif (bandes d’ADN noires sur fond clair). 
 Les fichiers des gels sont ensuite traités par le logiciel ImageQuantTL® 
version 2003 (Amersham Biosciences, USA).  
 Afin d’étalonner nos gels, nous avons utilisé 2 produits d’amplification d’ADN 
de souches pures de bactéries, soit une souche d’E. coli isolée des poissons-chats 
Pangasius du Vietnam et une souche de Lactobacillus plantarum A6 isolé du manioc 
roui au Congo. E. coli est une bactérie à Gram négatif et L. plantarum est une 
bactérie à Gram positif. Ces 2 témoins permettent de vérifier le bon déroulement de 
la DGGE et servent de témoin de position pour situer les différentes bandes 
obtenues des échantillons lors de la comparaison des profils bactériens d’un gel à 
l’autre. 
 La différence entre les témoins (Escherichia coli et Lactobacillus plantarum) 
est calculée et appelée DTe. Ensuite on prend comme référence la bande de 
Lactobacillus plantarum, et pour chaque bande X on calcule la différence entre la 
bande (X) et la bande de Lactobacillus plantarum que l’on appelle d (Figure II.8).   
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( )
DTe
dXPR =
La position relative (PR) de chaque bande est calculée selon la formule :  
  
 
Ainsi, chaque bande d’ADN est caractérisée par sa position relative. 
 
Figure II.8. : Exploitation d’un gel DGGE. 
 
 Les profils DGGE diffèrent par le nombre, la position ou l’intensité des bandes 
pour chaque piste correspondant aux dépôts de produit de PCR obtenu à partir d’un 
extrait d’ADN. Il est possible pour chaque piste de coder la présence ou l’absence 
d’une bande à une position particulière par 1 (présence) ou 0 (absence) et de 
construire une matrice binaire à partir de laquelle un dendrogramme de distances est 
calculé (Schäfer et Muyzer, 2001 ; Fromin et al., 2002).  
 
 Le coefficient de similarité de Dice a été utilisé (Heyndrickx et al., 1996) selon 
la formule : 
 
    SDice = 2 NAB / (NA + NB)  
 
Où :  
NAB représente le nombre de bandes communes aux échantillons (profils),  
NA et NB : représentent le nombre de bandes dans les échantillons A et B, respectivement. 
L. plantarum
E. coli 
d
DTe 
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 Une fois la matrice des distances calculée, la méthode statistique UPGMA 
(Unweigthed Pair-Wise Grouping With Mathematical Averages) est utilisée pour 
tracer un dendrogramme qui illustre la classification des profils.  
 La méthode UPGMA est une méthode d’analyse des données binaires, qui 
permet la construction de dendrogrammes et qui dépeint les distances en forme 
graphique, basées sur le degré de “dissimilarité” entre profils DGGE. Ce qui permet 
une classification numérique des échantillons en utilisant le coefficient de similarité 
de Dice (Kowalchuk et al., 1997 ; Lebaron et al., 1999 ;  Gelsomino et al., 1999 ;  
Griffiths et al., 2000 ; Ibekwe et al., 2001).   
 L’ensemble de ces analyses a été réalisé en utilisant le logiciel Statistica  
version 7.1 (StatSoft, France).  
 
II.4.5. Séquençage des fragments d’ADN à partir des bandes DGGE  
 Les bandes visibles sur le gel de DGGE sont découpées à partir du gel avec 
un scalpel stérile. L’ADN de chaque bande est ensuite élué dans 100µL du tampon 
TE à 4°C durant la nuit. 100µL de l’ADN élué à partir de chaque bande a été purifié 
grâce au kit Wizard PCR Preps DNA Purification system (Promega, France) (Annexe 
3) puis a été ré-amplifié dans les mêmes conditions mais en utilisant dans ce cas des 
amorces sans GC-clamp et ensuite envoyé pour leur séquençage chez GATC 
Biotech (Allemagne). L’efficacité de cette procédure a été vérifiée par 
l’électrophorèse des amplicons de PCR obtenus sur gel DGGE. Pour les bandes de 
même position sur le gel DGGE pour des pistes différentes, une seule bande 
représentative a été purifiée puis réamplifiée avec l’amorce sans GC clamp. 
Cependant, quelques bandes issues de la même position ont été séquencées afin de 
vérifier si elles n’étaient pas issues de la même espèce. Les séquences d’ADNr 16S 
obtenues ont été comparées à celles de la banque de données disponibles sur le site 
de GenBank de NCBI (National Center for Biotechnology Information databases) 
grâce au programme BLAST afin de déterminer les séquences connues les plus 
proches. 
La comparaison des séquences des souches obtenues a été réalisée en utilisant le 
logiciel ClustalW2 (logiciel disponible en ligne sur le site de l’EMBL-EBI) 
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html.  
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II.5. Étude de la variabilité de la position des bandes et de la répétabilité des 
gels DGGE 
 L’objectif est d’étudier la répétabilité, la fiabilité et la robustesse de la PCR-
DGGE. On voudrait observer la variabilité de la position d’une bande répétée sur 
plusieurs puits dans un même gel ainsi que la variabilité de position d’un gel à un 
autre. L’extraction d’ADN a été réalisée 3 fois séparément sur un bar de l’aquarium E 
de l’Ifremer de Palavas (sud de Montpellier) (Tableau II.1). Trois PCR séparées ont 
été réalisées sur les 3 extraits d’ADN des bactéries d’un seul poisson puis chaque 
produit de PCR est déposé 5 fois sur le même gel pour réaliser 15 dépôts pour 
chacun des 3 gels DGGE différents, c'est-à-dire 45 dépôts au total.  
 
Figure II.9. : Plan expérimental pour étudier la variabilité de la position des bandes  
et de la répétabilité des gels de DGGE. 
 
 Après la migration en DGGE, toutes les bandes ont été identifiées, le ratio de 
migration a été calculé par rapport aux témoins (produits PCR de l’ADN de 
Lactobacillus plantarum et E. coli) afin de définir une position relative de chacune des 
bandes. 
 La répétabilité est étudiée en comparant les moyennes des positions relatives 
des 5 bandes des 3*5 produits analysés au moyen d’un test de comparaison de 
moyenne (Test de la plus petite différence significative de Fischer) grâce au logiciel 
Statistica version 7.1 (Statsoft, France).  
Bar de l’Ifremer 
(1 poisson) 
Extraction 1 Extraction 2 Extraction 3 
DGGE  
PCR 1 PCR 2 PCR 3 
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II.6. Étude de la pérennité des profils DGGE bactériens 
II.6.1. Analyse de bars du même lieu mais issus d’aquariums différents 
 Nous avons travaillé avec des bars provenant de 2 aquariums différents de 
l’Ifremer Palavas, Montpellier. Les deux aquariums possèdent des circuits d’eau très 
différents. L’aquarium ASC possède un circuit fermé, il est alimenté par de l’eau de 
mer qui est filtrée et recyclée en continu. C’est un système fermé comme les 
aquariums d’une ferme piscicole. Par contre, l’aquarium C1 possède un circuit 
ouvert ; l’eau est pompée dans la mer au même endroit que l’aquarium ASC, et donc 
renouvelée en permanence. C’est un système ouvert assimilable à ce qui se passe 
en mer (Tableau II.1).  
 Cinq poissons différents par localisation ont été analysés. De plus, pour 
vérifier la répétabilité et la fiabilité de cette méthode, 3 extractions différentes et 3 
amplifications différentes ont été réalisées avec un seul bar de l’aquarium ASC. Tous 
les amplicons PCR sont ensuite analysés par la DGGE.  
 
II.6.2. Effet des traitements technologiques sur les profils bactériens du 
poisson 
II.6.2.1. Effet des traitements de filetage, de marinage, de séchage et de 
réfrigération 
 Les objectifs sont d’étudier l’impact de la méthode de conservation 
(réfrigération) et de la transformation (filetage, séchage, marinage) sur l’expression 
qualitative de la flore bactérienne des filets du poisson. 
 L’expérience a été réalisée dans des conditions simulées de deux procédés 
industriels que sont le marinage et le séchage des poissons. 
 Nous avons réalisé cette expérience avec des tilapias du CIRAD, Montpellier 
(Tableau II.5.). 
 Chaque poisson est débité en 2 filets identifiés Fb et Fa. Un filet est traité (Fa), 
l’autre sert de référence (Fb). Afin de mesurer l’évolution des flores bactériennes du 
poisson avant et après l’étape de filetage, le poisson est fileté soit  sous condition 
stérile (sous hotte stérile, scalpel stérile) soit fileté sous conditions propres simulant 
les conditions de l’usine de transformation (Figure II.10.). Nous sommes toutefois 
conscients que les conditions expérimentales ne sont pas tout à fait équivalentes à 
ce qui se passe à l’intérieur de l’usine car les contaminations par les bactéries du lieu 
de travail en condition réelle sont dues à la fois à l’environnement mais aussi aux 
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manipulateurs du poisson. Cette expérimentation permettra cependant de bien 
appréhender l’effet des traitements humains et de l’environnement sur la flore 
microbienne présente sur les filets lors des traitements appliqués.  
 
 
Figure II.10. : Plan expérimental pour mesurer l’évolution bactérienne  
avant et après le filetage. 
 
 Le marinage a été réalisé dans un bocal hermétique contenant 100 mL de 
solution de marinage pour 10g de poisson. La solution de marinage est préparée 
avec de l’acide acétique (60 g/L) (Gazechim, S.A, France) et du sel (50 g/L) (La 
Baleine, Salin du midi, France). Chaque filet est trempé dans cette solution pendant 
1 h et agité manuellement toutes les dix minutes (Figure II.11). Le pH final du filet de 
poisson est déterminé avec un pH mètre (Bioblock Scientific, UK) sur cinq grammes 
de filet de poisson broyés dans 50 mL d’eau distillée pendant 2 min. Pour le 
séchage, le filet a été coupé en morceaux (2x1cm) et mis dans une étuve à 120°C 
pendant 3 h (Figure II.11). La teneur en eau finale des filets est déterminée par 
séchage dans une étuve à 105°C jusqu’à poids constant. Pour la réfrigération, le filet 
a été conservé dans un réfrigérateur à 4°C pendant 2 semaines. (Figure II.11).   
 
 Après les traitements, tous les filets de poissons ont été conservés en 
chambre froide à -20°C jusqu’à l’extraction d’ADN. Trois répétitions ont été réalisées 
pour chaque traitement.  
Filet a : fileté sous 
condition propre 
Filet b : fileté sous 
condition stérile 
Analyse par PCR-DGGE 
Extraction d’ADN 
bactérien totaux 
Poisson 
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Figure II.11. : Plan expérimental présentant les effets des traitements de marinage, 
de séchage et de réfrigération sur les marqueurs bactériens. 
 
II.6.2.2. Effet des répétions de cycles de congélation-décongélation  
 L’étude des répétitions de cycles a pour but de vérifier la persistance des 
bactéries chez les poissons lors des congélations et décongélations successives, 
événements qui peuvent survenir lors de la rupture de la chaîne du froid pendant le 
transport. Les nombres de cycles appliqués sont de 1, 5, 10 ou 15. 
 Nous avons réalisé cette expérience avec des tilapias du CIRAD, Montpellier 
(Tableau II.5).  
 Chaque poisson est débité en 2 filets identifiés Fb et Fa. Un filet est traité (Fa), 
l’autre sert de référence (Fb). Le filetage a été réalisé dans des conditions sanitaires 
très propres équivalentes aux conditions industrielles. Les filets sont placés à 
l’intérieur de sacs de polyéthylène stérile et scellés à la chaleur. Chaque sachet est 
bien identifié (noms, dates). Un filet témoin possède un thermocouple chargé de 
suivre et d’enregistrer la température à cœur lors de la congélation et la 
décongélation. 
 Pour suivre les paramètres de traitement, la mesure des températures selon 
des intervalles de temps programmables est réalisée grâce à une centrale 
Poisson 
Filet b 
(Témoin) 
Filet a 
Réfrigération 
(4°C, 2 
semaines) 
Marinage 1 h 
(Acide acétique 
60g/L,  NaCl 50 g/L) 
Séchage 
(120°C, 3h)
Stockage à -20°C 
Extraction d’ADN 
bactérien totaux 
Analyse par PCR-DGGE 
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d’acquisition de température multiports (ALMEMO 22-8, France), équipée de 
thermocouples de type T (cuivre-constantan, de diamètre 1/10ème de mm). La taille et 
la flexibilité des thermocouples permettent d’instrumenter finement les filets de 
poissons pour acquérir en cours de congélation et de décongélation la température à 
cœur. 
 Une heure avant le début de l’opération, l’enceinte de surgélation (Facis, 
France) à air pulsé utilisée est mise en marche et la température de consigne fixée à 
-50°C afin que la température soit stable au moment de l’introduction des 
échantillons. Les filets sont congelés en 30 min. 
 La décongélation est réalisée par douchage continu (eau à 20°C environ) des 
filets emballés jusqu’à ce que la température à cœur du témoin soit positive (environ 
15 min). Cette pratique n’est pas forcement la plus hygiénique mais est la plus 
largement répandue dans l’industrie de transformation des produits de la mer. Après 
le traitement, tous les filets de poissons ont été conservés en chambre froide à -20°C 
jusqu’à l’extraction d’ADN. Trois répétitions ont été réalisées pour chaque traitement 
(Figure II.12).  
 
Figure II.12. : Plan expérimental pour mesurer l’effet des répétitions des cycles de 
congélation-décongélation sur les profils microbiens des poissons. 
 
Stockage 
à -20°C 
Extraction d’ADN 
bactérien totaux 
Analyse par PCR-DGGE 
Poisson
Filet b (témoin) Filet a
1 cycle 5 cycles 10 cycles 15 cycles 
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 L’étude de l’effet de la congélation a pour but de vérifier la stabilité des profils 
microbiens au cours de la congélation, une technique souvent utilisée pour 
l’exportation des poissons. 
 Nous avons réalisé cette expérience avec des tilapias du CIRAD, Montpellier 
(Tableau II.5). 
 Chaque poisson est débité en 2 filets identifiés Fb et Fa. Le filet Fb a subit 
immédiatement une extraction d’ADN bactérien total. Le filet Fa est conservé dans 
une chambre froide à -20°C pendant 3 semaines puis subit une extraction d’ADN 
bactérien total. Une analyse de PCR-DGGE a ensuite été réalisée pour comparer les 
profils microbiens des filets Fa et du filet témoin Fb (Figure III.13). Trois répétitions 
ont été réalisées.  
 
Figure II.13. : Plan expérimental pour mesurer l’effet de la congélation  
sur les profils microbiens des poissons. 
 
II.7. Études sur la diversité des Pseudomonas au Vietnam 
 Dans l’étude précédente sur les profils microbiens obtenus à partir des filets 
de poissons-chats Pangasius et à la surface des équipements de transformation 
dans l’usine vietnamienne, nous avons noté que les Pseudomonas étaient résistants 
aux traitements et pouvaient persister sur les produits finis et à la surface des 
Poisson
Filet b Filet a 
Extraction d’ADN 
bactériens totaux 
Conservation à -20°C, 
3 semaines 
Extraction d’ADN 
bactériens totaux 
Analyse par PCR-DGGE 
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matériaux. Dans ce contexte, pour mieux appréhender ces bactéries, nous avons 
réalisé une étude sur la diversité des Pseudomonas au Vietnam.  
 
II.7.1. Prélèvement des Pseudomonas à partir de l’environnement et des  
Pangasius 
 Les souches bactériennes utilisées lors de cette étude sont des souches 
isolées de l’eau, de la boue du bassin d’élevage et des Pangasius provenant de 
différentes fermes des trois districts de la région d’An Giang au Vietnam : An Phu 
(AP) ; Chau Phu (CP), Chau Doc (CP).   
 
II.7.2. Isolement et purification des Pseudomonas 
 L’isolement et la purification des souches de Pseudomonas ont été réalisés en 
utilisant les étapes suivantes : pré-enrichissement en bouillon non sélectif, culture sur 
gélose spécifique d’isolement des Pseudomonas (DifcoTM), purification sur le même 
milieu, coloration de Gram, test oxydase et test catalase. Au total, 25 souches ont 
été isolées directement à partir des poissons, plus 2 souches de Pseudomonas 
isolées des filets de Pangasius de l’usine.  
 Après une incubation de 48 h à 30°C, les souches purifiées sont conservées 
sur le même milieu en gélose en pente à 4°C ou dans un cryotube contenant du 
bouillon glycérolé à -20°C. 
 Les milieux de culture utilisés sont décrits dans l’annexe 2.  
 
Coloration de Gram 
La coloration de Gram a été réalisée sur un frottis séché et fixé à l’alcool et à la 
chaleur en utilisant un kit de réactif  “Color Gram2-E” (BioMérieux, France).  
 
Étude de la mobilité 
La mobilité est étudiée sur une gélose de mobilité en culot ensemencée en piqûre 
centrale et incubée pendant 24h à 37°C. Les bactéries non mobiles ne formeront 
qu’une seule ligne de croissance qui ne déviera pas du point original de l’inoculation. 
Les bactéries mobiles formeront une zone diffuse de croissance autour de la ligne 
d’inoculation.  
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Test de l’oxydase 
La recherche de l’oxydase a été réalisée en laissant tomber 1 à 2 gouttes de réactif 
« Oxydase reagent 55635 » (BioMérieux, France) à la surface d’un disque non 
imprégné de diamètre de 6 mm. Une colonie de la souche à tester, issue d’une 
culture de 48 h sur une gélose nutritive, est mise en contact avec le disque via une 
pipette Pasteur. L’apparition en 10 à 30 sec d’une coloration allant de violet à 
pourpre indique un test positif.  Des réactions tardives ou l’absence de couleur 
indiquent un test négatif.  
 
Test de la catalase 
La catalase est mise en évidence en suspendant dans le réactif ID color catalase ID-
ASE (BioMérieux, France) une colonie à tester avec une pipette Pasteur. Un 
dégagement d’oxygène sous forme de mousse ou de bulles témoigne de l’activité de 
la catalase.  
 
Conservation des souches bactériennes 
Les souches bactériennes pures isolées ont été conservées pour des manipulations 
ultérieures en utilisant deux méthodes : 
 
Conservation à 4°C sur gélose nutritive inclinée (NA)  
Une colonie bien isolée cultivée sur gélose nutritive est ensemencée par strie sur 
une gélose nutritive en pente et mise en culture 48 h à 30°C. Les souches sont 
conservées à 4°C après avoir observé la croissance et la pureté des cultures. Les 
souches peuvent être conservées pendant 6 mois dans ces conditions. 
 
Conservation par congélation dans du glycérol à 15% (v/v) 
Après la croissance des bactéries sur le milieu bouillon nutritif (NB) pendant 48 h à 
30°C, 1 mL de culture est mis dans un cryotube (Nalgenne®cryowareTM, USA) 
auquel est ajouté 1 mL de glycérol (Merck, Allemagne)  à 30% préalablement 
stérilisé (15 min à 121°C) afin d’obtenir une concentration finale de 15%. Les 
cryotubes sont conservés dans un congélateur à -20°C. Les souches peuvent être 
conservées dans ces conditions pendant plusieurs années. Lors de la remise en 
culture des souches conservées, une portion du contenu d’un cryotube est remise 
dans du bouillon du milieu NB (bouillon nutritif) et le tube est mis à incuber à 30°C 
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pendant 24 h. Ceci est suivi par une culture pendant 48 h sur une boîte de Pétri de 
gélose nutritive (NA). 
 
II.7.3. Rep–PCR (Repetitive element sequence-based polymerase chain 
reaction) 
 Dans les conditions d’isolement que nous avons appliqué, il est possible 
qu’une même souche soit présente plusieurs fois dans la collection. Avant 
d’entreprendre l’identification fine des souches par séquençage du gène de l’ARN 
16S du ribosome, il a semblé important d’éliminer les doublons de la collection et de 
différencier les souches entre elles. La méthode choisie est la Rep-PCR. La Rep-
PCR est une méthode souvent utilisée pour identifier le génotype des bactéries, dans 
laquelle des éléments répétitifs particuliers, présents dans le génome de la bactérie, 
sont amplifiés par une réaction spécifique de PCR.  
 Généralement, l’amplification par PCR nécessite une étape d’extraction et de 
purification de l’ADN mais Versalovic et al. (1994), Lows et al. (1998) et Randemaker 
et al. (1998) ont montré qu’il est possible de réaliser l’extraction de l’ADN et 
l’amplification par PCR dans le même milieu réactionnel. De ce fait, cette 
méthodologie a considérablement simplifié les protocoles en permettant l’analyse de 
plusieurs souches en parallèle en une seule étape. 
 
II.7.3.1. Amorce utilisée et conditions de la Rep-PCR 
 Les séquences répétitives BOX du génome bactérien sont amplifiées en 
utilisant l’amorce BOX (Versalovic et al., 1994) (Tableau II.10). 
 
Tableau II.10. : Séquences de l’amorce BOX utilisée. 
Amorce Séquence 
Box A 1 R 
(Sigma Genosys, France) 5’ CTA CGG CAA GGC ACG CTG ACG 3’ 
 
 La PCR est réalisée sur une plaque de 96 puits SorensonTM (BioScience, 
USA). Le mélange réactionnel est préparé comme décrit par Randemaker et al. 
(1998) (Tableau II.11 et Tableau II.12). 
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Tableau II.11. : Composition du mélange réactionnel de la REP-PCR 
(volume final 25 µL). 
Réactifs Volume (µL) 
Tampon Gitschier 5X 5 
BSA 20 mg/mL (Promega, France) 0,2 
DMSO 100% (Fluka, Suisse) 2,5 
dNTP 25 mM par dNTP (GE Healthcare, UK) 1,25 
Amorce BOX A1 R (Sigma Genosys, France) 1 
Taq polymérase, 5 U/µL (Promega, France) 0,4 
Souche bactérienne repiquée 24 h Une öse de 1 µL calibrée (Legallais, France) 
Eau ultrapure qsp (Eppendorf, Allemagne) 14,65 
 
Tableau II.12. : Composition du tampon de Gitschier 5X 
(volume final 200 mL). 
Réactifs Volume (mL) 
(NH4)2SO4 1M (Sigma-Aldrich, Allemagne) 
Tris-HCl 1M pH 8,8 (Promega, France) 
MgCl2 1M (Merck, Allemagne) 
1 :100 dilution d’EDTA 0,5 M (Promega, France) 
β- mercapto-éthanol (Sigma-Aldrich, Allemagne) 
Eau ultra pure  (Eppendorf, Allemagne) 
16,6 
67 
6.7 
1,3 
2,08 
106,32 
 
 Cette solution est stérilisée pendant 15 min à 121°C, puis conservée en 
aliquote dans un microtube de 1 mL à -20°C. 
 
 Les conditions des cycles de PCR ont été déterminées par Wood et al. (1993) 
et  Rademaker et De Bruijn (1997) pour les cellules bactériennes entières 
(Tableau II.12). Le mélange réactionnel est tout d’abord chauffé à 80°C pendant 
15 min. Ensuite, une dénaturation initiale à 95°C pendant 2 min est suivie de 
35 cycles avec une dénaturation à 92°C pendant 30 sec,  une hybridation à 50°C 
pendant 1 min, et  une élongation à 65°C pendant 8 min. L’élongation finale est 
réalisée à 65°C pendant 8 min. Les réactions de PCR s’effectuent dans un Thermo 
cycler (PTC-100 Peltier Thermal Cycler, MJ Research Inc.,  USA).  
 
Tableau II.13. : Conditions des réactions de la Rep-PCR. 
Nombre de cycles Température (°C) Temps (min) 
1 80 15 
1 95 2 
35 92 0,5 
 50 1 
 65 8 
1 65 8 
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II.7.3.2. Électrophorèse en gel d’agarose 
 Les produits de PCR ont été vérifiés par électrophorèse en gel d’agarose 
(Promega, France) à 1,5% (w/v) dans un tampon TAE 0,5X.  
 1,2 µL de la solution de colorant bleu/orange (Promega, France) et 6 µL du 
produit PCR sont déposés dans chaque puits. Le marqueur de taille de 1 kb 
(Promega, France) est placé dans le premier et le dernier puits. La migration dure de 
1,5h à 2h sous une tension de 50 V.  
 A la fin de la migration, le gel d’agarose est immergé dans une solution de 
bromure d’éthidium (Promega, France) à 50 µg/mL pendant 30 min, puis rincé durant 
15 min à l’eau avant d’être observé sur un trans-illuminateur UV à 318 nm. Le gel est 
photographié par une caméra digitale puis la photo est traitée grâce au system Gel 
Smart 7.3 (Clara Vision, Les Ulis, France).  
 
II.7.3.3. Traitement statistique des profils obtenus sur gel d’agarose 
 Les amplicons de taille variable sont séparés par taille dans le gel d’agarose 
pour donner des profils électrophorétiques différents entre des souches d’espèces 
différentes et également pour des souches de la même espèce. Les photos des 
profils de la Rep-PCR ont été analysées avec le logiciel GelCompar (version 4.0, 
Applied Maths, Kortrijk, Belgique). Ce logiciel détecte et identifie d’abord toutes les 
bandes visibles sur chaque gel. Tous les gels sont normalisés en utilisant le 
marqueur de taille 1kb (Promega, France). Chaque bande est repérée par la taille 
des fragments auxquels elle correspond. La présence des bandes sur chaque gel est 
ensuite enregistrée sous la forme d’une matrice binaire tenant compte de l’absence 
(0) ou de la présence (1) des bandes aux positions enregistrées (Heyndrickx et al., 
1996).  
 L’analyse des données de la matrice binaire est réalisée par la méthode 
UPGMA (Unweighted Pair Group with Mathematical Averages) avec le coefficient 
Dice comme décrit précédemment. 
 
II.7.4. Identification des Pseudomonas par biologie moléculaire 
 Les souches de Pseudomonas isolées ont pu être classées par analyse 
statistique en 7 grands groupes. Dans chaque groupe, 2 ou 3 souches ont été 
choisies pour être identifiées par séquençage. Nous avons donc sélectionné au total 
16 souches pour leur séquençage.  
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II.7.4.1. Extraction d’ADN à partir des souches isolées 
 Une colonie issue de la culture d’une souche pure revivifiée, cultivée sur une 
gélose d’isolement des Pseudomonas (DifcoTM) est récoltée avec une öse stérile 
(Legallais, France) et transvasée dans un microtube de 2 mL contenant 100 µL de 
TE. Ensuite l’ADN de la souche est extrait en suivant le même protocole que décrit 
précédemment. 
 
II.7.4.2. Amplification des ADN extraits par réaction de polymérisation en 
chaîne (PCR) 
 La séquence partielle de l’ADNr 16S est amplifiée en utilisant un couple 
d’amorces MM3 et P13 (Tableau II.14).  Ce couple d’amorce amplifie un fragment de 
995 pb (position 371 à 1370 du ARNr 16S de E. coli), (Ferroni et al., 2003).  
 
Tableau II.14. :   Séquence des amorces MM3 et P13 utilisées en PCR. 
Amorces Position* Séquences 
MM3 (Sigma-Genosys, France)  371 5’- GCA GCA GTG GGG AAT TTT GG 
P13 (Sigma-Genosys, France)  1370 5’- AGG CCC GGG AAC GTA TTC AC 
 *Numérotation établie pour E.coli 
 
Le mélange réactionnel est préparé comme décrit par Ferroni et al. (2003) (Tableau II.15). 
 
Tableau II.15. : Composition du mélange réactionnel de PCR (volume final 100 µL). 
Réactifs 
Volume par 
puits 
(µL) 
Concentration finale dans le mix 
(100 µL) 
dNTP 10mM par dNTP (Promega, France) 
Tampon tag, 10X (Promega, France) 
Amorce MM3 1 µM (Promega, France) 
Amorce P13 1 µM (Promega, France) 
MgCl2 25 mM (Promega, France) 
Taq polymerase 5U/µL (Promega, France) 
Extrait d’ADN bactérien 
Eau pure (Eppendorf, Allemagne) 
4 
10 
20 
20 
6 
1 
5 
34 
0,2 mM 
1X 
0,2 µM 
0,2 µM 
1,5 mM 
5U  
/ 
/ 
 
 Les conditions des cycles de PCR ont été déterminées par Ferroni et al. 
(2003) (Tableau II.16). L’amplification a été réalisée dans un thermocycler (PTC-100 
Peltier Thermal Cycler, MJ Research Inc., USA) avec 40 cycles : une dénaturation à 
94°C pendant 20 sec, l’hybridation à 55°C pendant 1 min et  une élongation à 72°C 
pendant 45 sec. L’élongation finale est réalisée à 72°C pendant 10 min.  
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Tableau II.16. : Conditions des réactions de PCR. 
Nombre de cycles Température (°C) Temps (sec) 
40 94 20 
 55 20 
 72 45 
1 72 600 
 
II.7.4.3. Purification et séquençage des produits PCR 
 Les produits de PCR ont été vérifiés sur gel d’agarose QA TM (Q-Biogene, 
USA) à 1% (w/v) dans un tampon TAE 1X. La bande qui correspond à 995 pb a été 
coupée à partir du gel avec un scalpel stérile. L’amplicon de PCR a été purifié avec 
un kit Wizard PCR Preps DNA Purification system (Promega, France) (Annexe 3) 
puis envoyé pour son séquençage chez GATC Biotech (Allemagne). Les séquences 
d’ADNr 16S obtenues ont été comparées avec la banque de données du site du 
NCBI (National Center for Biotechnology Information databases) grâce au 
programme BLAST afin de déterminer les séquences connues les plus proches. 
La comparaison des séquences des souches obtenues a été réalisée en utilisant le 
logiciel ClustalW2 (logiciel disponible en ligne sur le site de l’EMBL-EBI) 
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html.  
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III. RÉSULTATS ET DISCUSSION 
III.1 Étude de la répétabilité de la méthode  
 La répétabilité et la reproductibilité sont deux caractéristiques de la fidélité 
d'une méthode d'analyse. Dans le contexte de cette étude, seules les conditions de 
vérification de la répétabilité étaient réunies à savoir un même opérateur, utilisant la 
même technique d'analyse.  
 Les résultats de DGGE des ADN bactériens extraits d’un bar de l’aquarium E, 
IFREMER Palavas (Montpellier) sont présentés dans la figure III.1. Soit les photos 
de trois gels de DGGE.  Sur chaque gel sont analysés les produits de trois PCR de 
trois extraits d’ADN obtenus indépendamment d’un même poisson. Chaque produit 
de PCR est déposé 5 fois sur le même gel. En plus de cela, les produits de la PCR 
d’ADN extrait  des deux souches témoins (Lactobacillus plantarum et Escherichia 
coli)  sont déposés sur chaque gel. 
 On peut observer que les ADN des souches témoins ont donné des bandes 
intenses et uniques situées en haute du gel pour la souche de Lactobacillus 
plantarum et en bas du gel pour la souche d’Escherichia coli, soit comme attendu, 
respectivement dans les zones de faibles (49%) et de haut (53%) GC%. 
 Concernant les résultats obtenus avec les ADN extraits du poisson, on 
observe 5 bandes intenses et bien séparées. L’hypothèse à l’origine de ce travail est 
que ce qui caractérise l’origine d’un poisson, c’est la présence d’une souche 
bactérienne et sa combinaison avec d’autres souches et non le niveau de population 
de telle ou telle souche. Le succès de cette approche est en relation directe avec la 
capacité de donner l’image la plus fidèle des souches bactériennes présentes dans 
les échantillons. C’est ce que permet en théorie la PCR-DGGE telle que nous la 
réalisons et qui conduit à un profil électrophorétique pouvant être considéré comme 
une image de l’ensemble des souches bactériennes présentes dans les échantillons 
analysés. Chaque bande discrète et individuelle se rapporte à un unique phylotype 
(souche ou clone) (Muyzer et al., 1993 ; Van Hannen et al., 1999). Il est donc 
essentiel que l’ADN des différentes souches bactériennes soient extraits avec le 
meilleur rendement possible. Cependant l’étape d’amplification par PCR qui est 
conduite sur un mélange de séquences cibles et de concentrations différentes fait 
que compte tenu des lois cinétiques, une souche bactérienne plus abondante voit 
son amplification conduire à d’avantage de produits de PCR et donc a une bande 
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plus intense. Dans ces conditions, la concentration seuil de visualisation des 
souches bactériennes varie en fonction de l’importance de sa population et aussi de 
celles des autres souches.  Il est important de réaffirmer que la  clé de l’analyse et 
l’utilisation des profils de PCR-DGGE est la position de chacune des bandes sur le 
gel par rapport à la position du dépôt, soit la distance de migration.  
 
Cette distance peut varier d’un gel à un autre pour de multiples causes : 
- La qualité du gel dont la fabrication n’est pas normalisée, 
- la qualité du courant électrique appliqué, 
- la régulation de la température de la cuve, 
- les paramètres de prise de vue et d’impression qui modifient les dimensions 
du gel. 
 
 Dans ces conditions, nous avons choisi d’utiliser deux souches témoins dont 
les amplicons uniques migrent différemment  et de calculer pour chaque bande la 
valeur de sa position relative. Ainsi la position de chaque bande est caractérisée par 
la valeur du ratio égal à la distance entre la bande analysée et celle de la bande de 
la souche du Lactobacillus plantarum sur la valeur de la distance entre les deux 
bandes des souches témoins. La répétabilité est étudiée en comparant les 
moyennes des positions relatives des 5 bandes des 3*5 produits analysés au moyen 
d’un test de comparaison de moyenne (Test de la plus petite différence significative 
de Fischer).  
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Figure III.1. : Photo de 3 gels indépendants de DGGE d’ADN bactériens extraits 
d’un bar élevé à IFRMER Palavas (Hérault/France), et amplifiés lors de 3 PCR 
indépendantes. Chaque produit de PCR est déposé 5 fois. 
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Tableau III.1. : Valeur de la moyenne et de l’intervalle de confiance (IC) des 
distances relatives de migration de toutes les bandes DGGE pour 5 bandes 
distinctes présentes sur 3 gels de DGGE indépendants. 
 
  Gel 1 Gel 2 Gel 3 
moyenne 1,128a 1,121a 1,119a Bande 1 IC 0,13% 0,11% 0,14% 
moyenne 0,676a 0,674a 0,681a Bande 2 IC 0,11% 0,13% 0,15% 
moyenne 0,293a 0,291a 0,301a Bande 3 IC 0,25% 0,30% 0,90% 
moyenne 0,121a 0,117a 0,123a Bande 4 IC 0,18% 0,35% 0,45% 
moyenne 0,224a 0,227a 0,235a Bande 5 IC 0,15% 0,20% 0,28% 
IC au risque 5% calculé sur les 3*5 répétitions de chaque bande sur chaque gel 
a : les petites lettres indiquent l’appartenance des moyennes par ligne à des 
groupes homogènes (Test LSD au risque 5%). 
 
 Les résultats obtenus présentent une certaine variabilité de la valeur des 
distances relatives de migration avec des valeurs de l’intervalle de confiance 
pouvant aller jusqu’à 0,9% au risque 5%. Malgré cela, les valeurs moyennes 
observées pour une même bande appartiennent toutes au même groupe homogène. 
On pourra donc considérer que les bandes dont la valeur de la distance relative 
s’écarte de 0,9% sont différentes. 
 
III. 2. Application de la PCR-DGGE sur des poissons d’origines géographiques 
différentes  
 Cette étude a pour objectif d’évaluer la capacité de la PCR-DGGE à 
différencier des poissons d’origines géographiques différentes.  
III.2.1. Analyse de bars élevés dans trois régions différentes   
 Les échantillons analysés sont des poissons de la même espèce mais élevés 
dans le même pays, soit dans des régions différentes, soit dans des aquariums 
différents. 
Les échantillons de poissons utilisés lors de cette étude sont des bars qui viennent 
de fermes aquacoles de différentes régions et de milieux aquatiques différents : 
• Établissement de l’Ifremer Palavas (Montpellier), aquarium K : Mer 
méditerranée. 
• Société « Les bars du soleil » (Sète) : Mer méditerranée. 
• Société Aquanord (Gravelines) : Mer du Nord. 
• Société du Viviers du Gois (Beauvoir sur Mer) : Océan Atlantique. 
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 Pour chaque poisson, une extraction des ADN totaux a été réalisée suivie 
d’une amplification par PCR.  
 Sur le gel de vérification de l’extraction des ADN (Figure III.2), des bandes 
intenses et nettes sont observées dans les zones de hauts poids moléculaires, avec 
des bandes moins intenses dans les zones de faibles poids moléculaires. La 
position des bandes de hauts poids moléculaires correspond à celles de fragments 
de plus de 10 kb qui sont sans doute de l’ADN génomique microbien combiné à de 
l’ADN génomique de poisson. L’aspect des bandes obtenues rend compte d’une 
quantité suffisante d’ADN extrait qui permet de réaliser une amplification par PCR. 
Ceci démontre l’efficacité de la méthode optimisée au laboratoire pour l’extraction 
directe des ADN bactériens à partir du poisson. 
 Le témoin négatif a été réalisé par extraction d’ADN par du tampon TE. 
L’absence d’ADN sur le témoin négatif montre bien qu’il n’y a pas de contamination 
de tous les réactifs utilisés pour l’extraction. 
 La purification est une étape importante et rendue difficile parce que les 
matrices (poisson) contiennent des lipides, des protéines, des polysaccharides et 
des sels qui diminuent les rendements d’extraction et peuvent être retrouvés 
mélangés aux extraits d’ADN (Wilson, 1997). Ces résidus pourraient également agir 
comme inhibiteurs lors de l’amplification par PCR.  
 
Figure III.2. : Photo de gel d’agarose à 0,8% de vérification de l’efficacité de 
l’extraction d’ADN bactériens extraits de bars de différentes origines géographiques. 
 
Bandes d’ADN 
génomiques 
1 kb   M1    M2    M3     S1     S2    S3    G1     G2   G3    BM1  BM2 BM3    T
1 kb : marqueur de taille 1 kb 
M1, M2 ; M3 : bars de l’Ifremer Palavas 
(Montpellier) 
S1, S2, S3 : bars de la société « Les bars du 
soleil  (Sète) 
G1, G2, G3 : bars de la société Aquanord 
(Gravelines) 
BM1, BM2, BM3 : bars de la société du 
Viviers du Gois (Beauvoir sur Mer) 
T : témoin négatif. 
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 100 pb   M1     M2      M3      S1      S2      S3     G1      G2     G3    BM1    BM2   BM3    T 
 Le résultat de l’amplification par PCR par les amorces GC 338f et 518r de 
l’ADN microbien extrait des poissons est visible sur la figure III.3. Sur le gel 
d’agarose, les produits de PCR donnent des bandes uniques, nettes et intenses 
situées entre 298 pb et 220 pb, ce qui correspond à la taille attendue qui est de 236 
pb. Le témoin négatif a été réalisé avec le mélange réactionnel sans ajout d’ADN 
extrait. L’absence de bande pour le témoin négatif montre qu’il n’y a pas de 
contamination du mélange réactionnel de PCR.  
 
Figure III.3. : Photo de gel d’agarose à 2% de vérification de l’amplification 
d’ADN bactériens extraits de bars de différentes origines géographiques. 
 
 Les résultats obtenus  montrent que la qualité et la quantité des ADN totaux 
extraits des bactéries des poissons sont bonnes et qu’aucun inhibiteur ne semble 
avoir une influence sur la réaction d’amplification. Les produits de PCR réalisés avec 
les ADN bactériens extraits des poissons sont analysés par DGGE. Les résultats de 
cette électrophorèse sont montrés dans la figure III.4.  
 Sur le gel, on peut observer que les ADN extraits des deux souches témoins 
ont donné des bandes intenses et uniques situées aux positions attendues, ce qui 
montrent le bon déroulement de la DGGE.  
 Sur le gel, on peut observer de 4 à 6 bandes intenses et distinctes pour 
chaque dépôt. Le profil DGGE des poissons d’un même aquarium est identique et 
se différencient des profils obtenus avec les poissons d’origine différente par le 
nombre et la position des bandes. Malgré le nombre restreint de bandes observées, 
l’analyse statistique (Figure III.5) des profils DGGE montre que les profils obtenus 
avec les poissons de la même origine se regroupent dans un cluster unique avec 
100 pb : marqueur de taille 100 pb 
M1, M2 ; M3 : bars de l’Ifremer 
Palavas (Montpellier) 
S1, S2, S3 : bars de la société 
« Les bars du soleil » (Sète) 
G1, G2, G3 : bars de la société 
Aquanord (Gravelines) 
BM1, BM2, BM3 : bars de la 
société du Viviers du Gois 
(Beauvoir sur Mer) 
T : témoin négatif. 
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100% de similarité. Les profils de bars élevés en mer Méditerranée (Montpellier et 
Palavas) se regroupent dans un grand cluster avec 88% de similarité. Les profils de 
bars élevés dans la Mer du Nord (Gravelines) et l’océan Atlantique (Beauvoir sur 
Mer) se regroupent aussi dans un grand cluster avec 82% de similarité.  A l’intérieur 
de ces deux groupes, les profils des poissons d’origines différentes sont bien 
différenciés. Enfin,  les profils des bars de Méditerranée et ceux des autres origines 
se distinguent clairement avec seulement 70% de similarité.  
 Les poissons analysés sont issus d’élevages aquacoles, à l’exception de 
ceux de Palavas qui sont élevés en aquarium, qui sont en relation directe avec le 
milieu sauvage avec 3 environnements vraiment différents comme la salinité, la 
température, la qualité des eaux mais aussi par les pratiques d’élevage en 
particulier l’alimentation qui peut varier d’une entreprise à l’autre. Il n’est donc pas 
surprenant de trouver cette différenciation des profils, à savoir une certaine similarité 
entre les profils méditerranéens d’une part et ceux de l’océan et de la mer du nord 
d’autre part car des études sur les flores microbiennes aquatiques sur des poissons 
capturés dans divers endroits géographiques ont montré qu’elles étaient étroitement 
associées au statut physiologique des poissons, à leur qualité hygiénique et aux 
conditions d’élevage (Okpokwasili et Alpapiki, 1990 ; Grisez et al., 1997 ; 
Spanggaard et al., 2000; Leesing, 2005). Les microflores bactériennes aquatiques 
sont à la surface des poissons et dans leurs intestins (Sugita et al, 1985).  Des 
études ont montré que les flores intestinales reflètent les flores de l’environnement 
aquatique, et en particulier de celle de l’alimentation (Campbell et Buswell, 1983 ; 
Nieto et al. 1984).  
 Les profils des poissons capturés dans le même enclos sont rigoureusement 
identiques. Cela rejoint les observations de Al-Harbi et Uddin (2005) qui ont 
caractérisé la flore bactérienne intestinale des Tilapias élevés dans 3 étangs 
différents. Dans chacun des étangs, la population bactérienne des poissons était 
étroitement similaire.  
 A la vue de ces résultats, on peut aussi s’interroger du faible nombre de 
bandes observées dans chacun des profils car l’obtention de profils avec un petit 
nombre de bandes témoigne soit de la faible diversité microbienne dans le milieu, 
soit de l’incapacité de la méthode à mettre en évidence l’essentiel des souches 
bactériennes présentes dans les échantillons. Nous pensons qu’il s’agit plutôt ici de 
l’expression de l’appauvrissement de la diversité liée aux conditions d’élevage car le 
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protocole utilisé pour nos analyses en PCR DGGE est celui optimisé par Leesing en 
2005 qui permet d’explorer au mieux la diversité bactérienne.   
 
Figure III.4. : Photo du gel de DGGE d’ADN bactériens extraits  
de bars de différentes origines géographiques. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
M : Bars de l’Ifremer Palavas (Montpellier) 
S : Bars de la société « Les bars du 
soleil » (Sète) 
G : Bars de la société Aquanord 
(Gravelines) 
BM : Bars de la société du Viviers du Gois 
(Beauvoir sur Mer) 
1, 2, 3 : répétition des poissons 
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Figure III.5. : Dendrogramme des profils DGGE d’ADN bactériens  
extraits de bars de différentes origines géographiques. 
 
III.2.2 Analyse de Pangasius du Vietnam et du Cambodge 
 L’échantillonnage a été réalisé au mois de février et mars 2006, lors de la 
saison sèche au Cambodge (Mars) qui est également la saison sèche dans le delta 
du Mékong au Vietnam (Février). Trois poissons différents par localisation ont été 
analysés. Soit sur 9 poissons du Vietnam et 6 du Cambodge. Sur le gel de DGGE, 
on observe des bandes nettes et bien distinctes (Figure III.6). Le nombre des 
bandes des profils de DGGE dans chaque piste varie de 7 à 8 bandes pour les 
Pangasius du Vietnam et est de 9 bandes pour ceux du Cambodge. L’observation 
du gel de DGGE permet de dire que les profils de DGGE d’ADN bactérien extrait 
des poissons d’un même étang sont très similaires tant par la position des bandes 
que par leur intensité. Les profils de DGGE des poissons du Vietnam sont très 
différents de ceux du Cambodge. L’analyse statistique (Figure III.7) confirme nos 
observations, à savoir que les poissons du même pays se regroupent dans un 
même cluster avec 90% pour les poissons du Vietnam et 88% pour ceux du 
Cambodge. Les poissons originaires des deux pays sont différenciés, ils 
appartiennent à deux clusters différents (65% de similarité). 
 
M3
M1
M2
S3
S1
S2
G3
G1
G2
BM3
BM1
BM2
60 70 80 90 100
Similarité
Atlantique 
Mer du Nord 
Méditerranée 
M : Bars de l’Ifremer Palavas (Montpellier) 
S : Bars de la société « Les bars du soleil » (Sète) 
G : Bars de la société Aquanord (Gravelines) 
BM: Bars de la société du  Viviers du Gois (Beauvoir 
sur Mer) 
1, 2, 3 : répétition des poissons 
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Figure III.6. : Photo du gel DGGE d’ADN bactérien extrait de  
Pangasius du Vietnam et du Cambodge. 
Figure III.7. : Dendrogramme des profils DGGE d’ADN bactériens extraits  
de Pangasius du Vietnam et du Cambodge. 
CP : district de Chau Phu ; AP : 
district d’An Phu ; CD : district de 
Chau Doc ; CP : district de Chau 
Phu de la région d’An Giang au 
Vietnam  
CCD : district de Chamcar Daung 
(Phnom Penh) ; SR : district de Sam 
Roung (Siem Reap) au Cambodge 
1, 2, 3 : répétition des poissons 
D : saison sèche 
CP : district de Chau Phu ; AP : district d’An Phu ; CD : 
district de Chau Doc ; CP : district de Chau Phu de la 
région d’An Giang au Vietnam  
CCD : district de Chamcar Daung (Phnom Penh) ; SR : 
district de Sam Roung (Siem Reap) au Cambodge 
D : saison sèche. 
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 Les poissons du Vietnam qui proviennent de districts différents de la même 
région d’An Giang sont bien discriminés par leurs profils bactériens. L’effet 
« origine » des fermes est bien visible bien que les lieux de capture soient distants 
seulement de quelques Km sur le cours du Mékong et que l’alimentation des 
poissons est différente. L’effet « origine » des deux pays est bien visible, avec 35% 
de discrimination, entre le Cambodge et le Vietnam dont les fermes sont distantes 
d’environ 200Km. A notre connaissance, les éleveurs cambodgiens utilisent souvent 
des aliments artisanaux comme le son de riz, les poissons fourrages (petits 
poissons d’eau douce) et le soja. Par contre, les éleveurs vietnamiens utilisent 
souvent des granulés industriels à base de farines animales et végétales dont il est 
difficile de connaître la composition (Figure III.8).  
 
Figure III.8. : Emballage vietnamien d’aliments pour poisson. 
 
III.2.3 Analyse des Pangasius de différents districts de la même région 
d’An Giang au Vietnam 
 Nous avons montré que la PCR-DGGE permettait de différencier des 
poissons élevés dans des zones géographiques relativement éloignées. Nous avons 
voulu savoir si cette différenciation était possible pour des poissons élevés dans des 
zones géographiques rapprochées.  Les poissons utilisés pour cette étude, ont été 
élevés dans 5 étangs différents de 5 différents districts de la même région d’An 
Giang dans le delta du Mékong au Vietnam.  
 L’échantillonnage a été réalisé au mois d’octobre 2005, c'est-à-dire pendant 
la saison des pluies au Vietnam. Cinq poissons différents par localisation ont été 
analysés.  
 Sur les gels DGGE, des bandes nettes et bien distinctes sont observées 
(Figure III.9). Le nombre des bandes des profils DGGE des poissons des étangs 
Résultats et discussion 
 112
E
. c
ol
i  
L.
pl
an
ta
ru
m
 
TC
1-
R
 
TC
2-
R
 
TC
3-
R
 
TC
4-
R
 
TC
5-
R
 
P
T1
-R
 
P
T2
-R
 
P
T3
-R
 
P
T4
-R
 
P
T5
-R
 
E
. c
ol
i 
L.
 p
la
nt
ar
um
 
E
. c
ol
i  
L.
pl
an
ta
ru
m
 
C
P
1-
R
 
C
P
2-
R
 
C
P
3-
R
 
C
P
4-
R
 
C
P
5-
R
 
A
P
1-
R
 
A
P
2-
R
 
A
P
3-
R
 
A
P
4-
R
 
A
P
5-
R
 
C
D
1-
R
 
C
D
2-
R
 
C
D
3-
R
 
C
D
4-
R
 
C
D
5-
R
 
E
. c
ol
i 
L.
 p
la
nt
ar
um
 
différents varie de 8 à 10 bandes. L’observation des gels DGGE permet de dire que 
des profils DGGE d’ADN bactériens extraits des poissons d’un même étang sont 
très similaires tant par la position des bandes que par leur intensité. Les poissons 
des étangs différents ont des profils DGGE différents.  
 L’analyse statistique des profils DGGE des poissons montre une similarité 
importante entre les différentes localisations de la même région où les poissons ont 
été collectés (Figure III.10). A 92% de similarité, 2 principaux clusters sont 
observés : le premier cluster contient des échantillons des districts de Chau Phu et 
Chau Doc ; le deuxième cluster contient les échantillons des districts d’An Phu, Tan 
Chau et Phu Tan. La communauté bactérienne des districts de Chau Doc et Chau 
Phu est étroitement liée avec 95% de similarité, ainsi que la communauté 
bactérienne des districts d’An Phu, Tan Chau et Phu Tan avec 93% de similarité. 
 L’analyse de similarité a montré une similarité de 92% pour toutes les fermes 
des districts de la même région d’An Giang. On peut dire qu’il existe un profil type 
des bactéries pour cette région. Ce profil peut servir d’identité pour cette région lors 
de la comparaison avec des autres régions. 
 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III.9. : Photo des gels de  DGGE d’ADN bactériens extraits de Pangasius  
capturés dans 5 districts différents de la région d’An Giang 
CP : district de Chau Phu ; AP: district 
d’An Phu ; CD : district de Chau Doc ; 
TC : district de Tan Chau ; PT : district 
de Phu Tan. 
R : saison des pluies 
1, 2, 3, 4, 5 : répétition des poissons 
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CD-R
CP-R
AP-R
TC-R
PT-R
92 94 96 98 100
Similarité
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III.10. : Dendrogramme des profils DGGE d’ADN bactérien extraits de 
Pangasius capturés dans 5 districts différents de la région d’An Giang. 
 
 La différence entre les profils d’un étang à l’autre peut être due aux aliments 
et aux types de pratiques aquacoles mais aussi à l’environnement de l’étang qui est 
modifié par les activités des villageois, comme le rejet des eaux usées dans les 
fleuves. A titre d’exemple, Gonzalez et al. (2001) ont trouvé une différence 
importante de prédominance des souches d’Aeromonas mésophiles dans la flore 
des poissons d’eau douce provenant de rivières urbaines soumises à la pollution 
humaine par rapport aux mêmes poissons élevés en aquaculture contrôlée dans la 
même région.  
 De plus, les antibiotiques sont utilisés de façon abusive pour traiter les 
maladies des poissons au Vietnam, alors même que cela ajoute un surcout de 5% 
au coût total de l’élevage. Il est cependant difficile de mesurer l’impact de cette 
pratique sur le développement des résistances aux antibiotiques chez les bactéries. 
Les travaux de Sarter et al. (2007) ont montré que cette pratique était sans nul doute 
liée à l’émergence de souches multi résistantes pathogènes susceptibles de poser 
des problèmes en santé humaine. D’autant plus qu’en raison de la diminution de 
l’efficacité thérapeutique des antibiotiques peu coûteux tel que l’oxytétracycline, 
durant la dernière décennie, beaucoup d’aquaculteurs asiatiques ont utilisé d’autres 
antibiotiques à larges spectres tels que le chloramphénicol et les dérivés du 
florfénicol. Bien que l’utilisation de ces antibiotiques en aquaculture ait récemment 
été interdite dans un certain nombre de pays asiatiques, ses résidus ont été 
détectés dans des produits exportés vers le marché européen. En addition au 
problème des résidus, la création d’antibiorésistance chez la flore microbienne 
aquacole peut contribuer à la modification voir à la dégradation de la biodiversité 
CPR : district de Chau Phu ; APR : 
district de An Phu ; CDR : district de 
Chau Doc ; TCR : district de Tan 
Chau ; PTR : district de Phu Tan. 
R : saison des pluies 
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bactérienne dans les élevages et éventuellement à l’émergence de maladies 
humaines difficilement curables. 
 Les aliments préparés artisanalement sont encore utilisés dans quelques 
fermes vietnamiennes, mais ils sont de plus en plus remplacés par des granulés 
industriels. Ils peuvent influencer la diversité de la population bactérienne des 
poissons élevés. Parmi les 5 fermes étudiées, seule la ferme du district de Phu Tan 
utilise encore les aliments artisanaux. Les 4 autres fermes utilisent des aliments 
industriels. Avec les aliments, certains éleveurs ajoutent des additifs à faible 
concentration afin d’améliorer la santé et la croissance des poissons (Le et al., 
2006). Ces additifs contiennent des vitamines, des minéraux, de la lysine, 
méthionine et des probiotiques qui peuvent réagir sur la diversité bactérienne de 
l’environnement ainsi que sur les flores microbiennes  des poissons.  
 En fait, en regardant les différentes localisations de prélèvements 
d’échantillons sur la carte de la région d’An giang (Figure II.2 dans la partie 
Matériels et Méthodes), le Mékong se sépare en 2 principaux bras. Le district de 
Chau Phu et Chau Doc sont sur le même bras à l’ouest et les districts d’An Phu, Tan 
Chau et Phu Tan sont sur un autre bras à l’est du Mékong. On peut conclure qu’il y 
a suffisamment de différences de qualité de l’eau et d’environnement d’élevage pour 
influencer l’écologie microbienne. 
 
III.2.4. Identification par séquençage des bactéries dominantes sur les 
poissons Pangasius du Vietnam 
 Les bandes extraites du gel sur les profils DGGE d’ADN bactérien extrait de 
poissons Pangasius du Vietnam (Figure III.11) ont été séquencées pour connaitre 
l’identité les souches bactériennes présentes dans les échantillons de poissons.  
 Toutes les bandes bien distinctes sont séquencées après réamplification avec 
le même couple d’amorces, sans le GC clamp, pour donner des amplicons d’environ 
179 paires de bases. Pour les bandes de même position dans le gel DGGE, on ne 
séquence qu’une bande représentative. Cependant, quelques bandes de la même 
position ont été aussi séquencées, et les résultats montrent que ce sont des 
souches identiques.  
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Figure III.11. : Séquençage des bandes DGGE d’ADN bactérien extrait des 
poissons-chats Pangasius issues de 5 districts différents de la région d’An giang. 
 
 
 
 
 
 
 
CP : district de Chau Phu ; AP : district d’An Phu ; CD : district de Chau Doc ; TC : district de Tan 
Chau ; PT : district de Phu Tan. 
Les numéros dans les cadres indiquent les numéros de bandes séquencés correspondant à la figure 
III.12. 
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Figure III.12. : Dendrogramme de proximité des séquences et identité des souches 
bactériennes correspondant aux 15 bandes prélevées sur le gel de DGGE de 
Pangasius capturés dans 5 élévages au Vietnam. Le % de similarité avec les 
souches des références répertoriées par leur numéro d’accession dans Genbank est 
donné. En rouge, les souches Gram négatif. 
 
 Chaque bande séquencée correspond à une séquence unique suffisamment 
longue pour permettre une identification par comparaison des séquences avec 
celles répertoriées dans Genbank (Figure III.12). Douze souches sur les quinze 
souches identifiées sont Gram négatif. Parmi les souches Gram négatif, la présence 
des bactéries entériques est importante ce qui peut indiquer la contamination de 
l’eau d’élevage (Ogbondeminu et Olayemi, 1993 ; Miranda et Zemelman, 2001). 
Cette prédominance est attendue car les échantillons de poissons analysés 
contiennent  une partie des intestins des poissons. Cette contamination peut aussi 
être le signe d’une contamination fécale de l’eau des étangs par les déjections des 
poissons ou par des eaux usées contaminées par l’homme ou les animaux.  
D’autant plus que ces micro-organismes peuvent survivre très longtemps (Huss, 
1995a). Durant les dernière décennies au Vietnam, l’urbanisation et 
l’industrialisation non contrôlées ont posé un problème de pollution grave dû à la 
dispersion des eaux d’égout municipale et des effluents industriels dans la plupart 
des sources d’eau, en particulier dans les rivières. Toutefois, leur présence est le 
bien le reflet de l’environnement des zones de production et de capture et peuvent 
donc servir de marqueurs de l’origine géographique du poisson. Ces résultats sont 
en accord avec les résultats de Leesing (2005) qui a montré qu’il y a une 
8-Klebsiella pneumoniae - 97 %- DQ399557
9-Klebsiella pneumoniae - 97 %- DQ399557
14-Enterococcus faecium – 96% - DQ985159 
11-Acinetobacter sp. - 97 %- AM269521 
7-Stenotrophomas sp. - 96 %- AB306290  
3-E. Coli - 97 % - EU014689 
10-Burkholderia vietnamiensis - 97 %- U96929
12-Staphylococcus sp- 95 %- DQ910852 
4-Pseudomonas sp.- 96 %- AY936495 
5-Pseudomonas sp.- 95 %- EU741649 
15-Lactococcus garvieae – 96% - EU081016 
1-Enterobacter sp. – 96% - DQ821735 
13-Aeromonas hydrophila–CP000462 96% 
CO000462
6-Pseudomonas aeruginosa – 90% - DQ768706 
2-Enterobacter agglomerans– 95% -DQ481474 
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prédominance des bactéries à Gram négatif dans la flore bactérienne de Pangasius 
vietnamien. Al-Harbi et Uddin (2004) ont également montré la prédominance des 
bactéries à Gram négatif chez des Tilapias au cours des saisons. Lakshmanan et al. 
(2002b) ont aussi trouvé que la plupart des bactéries isolées chez le poisson 
Empereur (Lethrinus miniatus) sont des bactéries à Gram négatif. Les bactéries à 
Gram négatif ont également été trouvé en relativement large proportion chez les 
truites arc-en ciel (Spanggaard et al., 2000).  
 A notre connaissance, peu d’informations relatives aux populations 
bactériennes du Pangasius du Vietnam sont disponibles hormis ceux obtenus par 
Leesing (2005) par des méthodes de culture dépendante. Cet auteur a ainsi observé 
que les genres Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Acinetobacter et 
Pseudomonas sont dominants chez les Pangasius hypothalmus provenant du 
Vietnam. De plus, nos résultats sont assez cohérents avec ceux de Huys et al. 
(2007) qui ont identifié également les genres Escherichia, Pseudomonas, 
Acinetobacter, Klebsiella dans l’eau et les sédiments des fermes aquacoles du 
Vietnam où sont élevés des Pangasius. En revanche, les auteurs (DePaola et 
Roberts, 1995 ; De Paola et al., 1995 ; Ramos et Lyon, 2000) ont  trouvé que sur 
une autre variété de poisson-chat, le poisson chat de « Channel catfish » (Ictalurus 
punctatus) aux Etats-Unis, les espèces Aeromonas hydrophilia, Pleisiomonas 
shigelloides, Citrobacter freuddii, Escherichia coli et Listeria sp. dominaient la 
population bactérienne de ce poisson. La différence entre ces résultats peut donner 
une idée sur la biodiversité bactérienne en fonction de l’origine géographique, 
malgré que cette différence puisse également être imputée aux 2 variétés de 
poisson-chat.  
 
- E. coli est un bacille aérobie à Gram négatif de la famille des Enterobacteriaceae 
que l’on trouve le plus communément dans les voies intestinales de l’homme et des 
animaux à sang chaud. Le plus souvent, les souches d’E. coli qui colonisent 
l’appareil gastro-intestinal sont des bactéries commensales inoffensives lorsqu’elles 
ne jouent pas un rôle important dans le maintien de la physiologie intestinale. Il 
existe des souches pathogènes d’E. coli qui sont responsables de maladies 
intestinales qui varient en gravité depuis des formes extrêmement bénignes jusqu’à 
des formes graves, selon un certain nombre de facteurs tels que le type de souche 
pathogène, la sensibilité de la victime et le degré d’exposition.  
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E. coli peut être aussi isolée dans les milieux pollués par les matières fécales ou les 
eaux usées, et ce microorganisme peut s’y multiplier et survivre longtemps (Rhodes 
et Kator, 1988 ; Jiménez et al., 1989). C’est une souche témoin de contamination 
fécale. De récents travaux ont montré que E. coli et les bactéries coliformes fécales 
se rencontrent dans les eaux tropicales chaudes non polluées et que E. coli peut 
survivre indéfiniment dans cet environnement (Hazen, 1988 ; Fujioka et al., 1988). 
Fatal et al. (1993) ont trouvé fréquemment des souches d’E. coli dans les filets de 
Tilapia élevés dans des étangs. Cette contamination est au niveau de 105 CFU/g et 
provient des eaux d’égout. Lors de son étude sur la qualité des poissons élevés 
dans les étangs Vietnamiens, Nguyen et al. (2007) ont aussi signalé une forte 
contamination en coliformes des poissons mais aussi  de l’eau de ces étangs. Ceci 
est peut être du à la contamination fécale de l’eau de rivière qui fournit l’eau aux 
étangs. 
 
- Les souches d’Enterobacter sont des bacilles mobiles à Gram négatif, ubiquistes 
et peuvent se retrouver dans l’eau, dans le sol et chez les animaux (Kim et al., 
1998 ; Kandhai et al., 2004). Elles sont aussi retrouvées dans les aliments comme le 
lait, le fromage & les boissons fermentées  (Biering et al., 1989 ; Skaldal et al., 
1993 ;  Iversen et Forsythe, 2003, 2004 ; Gassem, 2002).  
 Enterobacter agglomerans est aussi nommé Pantoea agglomerans (Gavini et 
al., 1989). Enterobacter agglomerans est une bactérie productrice d’histamine qui 
peut causer des intoxications alimentaires. Tsai et al. (2005) ont trouvé un grand 
pourcentage d’E. agglomerans chez le maquereau sur un marché de Taiwan et ils 
ont montré qu’il y a corrélation entre sa présence et la formation d’histamine. Kim et 
al. (2001) l’ont aussi trouvé chez le thon albacore.  
 
- Les souches du genre Klebsiella sont des Enterobacteriaceae immobiles et 
capsulées. Elles sont omniprésentes dans la nature. Elles sont présentes dans le 
tube digestif et dans l’appareil respiratoire des hommes et des animaux en tant que 
bactéries commensales. Elles sont aussi trouvées dans les eaux de surface, les 
eaux d’égout et le sol (Richard, 1982 ; Podschun et Ullmann, 1998). Dans le cas 
particulier de cette bactérie, le séquençage de 2 bandes voisines a donné le même 
nom de souche K. pneumoniae. L’hypothèse est que cette bactérie présente un 
polymorphisme de l’ADNr 16S, et de ce fait conduise à la présence de multicopies 
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du gène de l’ADN 16S. Le génome bactérien d’une seule espèce peut donc 
conduire à l’apparition de plusieurs bandes sur le gel DGGE (Nübel et al., 1996 ; 
Van Hannen et al., 1999). Ce résultat est en d’accord avec le travail de Leesing 
(2005) qui a trouvé qu’une souche pure de K. pneumoniae donne 2 bandes 
différentes peu éloignées sur le gel de DGGE.  
 Klebsiella pneumoniae est une bactérie ubiquitaire présente dans le tube 
digestif et dans l’appareil respiratoire des hommes et des animaux en tant que 
bactérie commensale. Elle est abondante dans le sol et les eaux. Sanni et al. (2002) 
ont mis en évidence la présence de Klebsiella spp. dans le Momoni, un produit à 
base de poisson fermenté au Ghana. Singh et Kulshreshtha (1992) ont trouvé 
K. pneumoniae chez des poissons d’eau douce et aussi d’eau de mer en Inde. K. 
pneumoniae a été aussi identifiée chez le poisson-chat et dans l’eau où ce poisson 
était élevé (DePaola et al., 1995).  
 Klebsiella spp. a été identifiée en tant que bactérie productrice d’histamine, 
capable de produire dans un bouillon de culture plus de 2000 ppm d’histamine 
(Lopez-Sabater et al., 1994). K. pneumoniae a été impliqué en tant qu’organisme 
responsable de la formation d’histamine à un niveau toxicologiquement significatif 
lors d’une intoxication alimentaire chez les poissons scombridés (Taylor et 
Speckard, 1983).  
 Chez l’homme, K. pneumonie est responsable d’infection diverses (infections 
suppuratives, infections urinaires, infections respiratoires…). Elle est responsable 
d’environ 5 à 10% des infections nosocomiales (Keynan et Rubinstein, 2007).  
 
- Aeromonas hydrophila est un bacille anaérobie facultatif, en forme de bâtonnet, 
non sporulé et Gram négatif qui appartient au genre Aeromonas (Buchanan et 
Palumbo, 1985). Depuis ces dernières années, les souches d’Aeromonas sp. 
mobiles, notamment A. hydrophila, attirent de plus en plus l’attention comme agents 
possibles de maladies diarrhéiques transmises par les aliments. Toutefois, le rôle 
d’Aeromonas comme pathogène entérique n’est pas encore parfaitement élucidé.  
Des travaux antérieurs ont montré clairement que le genre Aeromonas, dont 
A. hydrophila, est très répandu dans l’environnement. Ces microorganismes ont été 
trouvés dans des lacs, des rivières, de l’eau de mer, des effluents d’égout et de l’eau 
potable (Allen et al., 1983 ; Nakano et al., 1990 ; Poffe et Op de Beeck, 1991 ; 
Bernagozzi et al., 1995 ; Chauret et al., 2001).  Cet organisme peut aussi être 
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facilement isolé à partir de la viande, du poisson, des fruits de mer et les légumes 
frais (Isonhood et Drake, 2002).  
 Les souches d’Aeromonas environnementales et les isolements prélevés sur 
les aliments se multiplient à la température de réfrigération (Kirov et al., 2008). 
Aeromonas est très sensible aux conditions acides ainsi qu’au sel et la croissance 
ne devrait pas poser de problème dans les aliments dont le pH est inférieur à 6,5 et 
la teneur en NaCl supérieure à 3% (Huss, 1995b). Dans une étude sur l’eau des 
fermes aquacoles de poisson-chats aux Pays-Bas, Penders et Stobberingh (2008) 
ont trouvé une grande variété d’Aeromonas et la plupart de ces bactéries sont 
antibiorésistantes à l’ampicilline et à l’oxytétracycline.  
 Aeromonas hydrophila est l’espèce représentative du genre Aeromonas. 
Daskalov (2006) a rapporté que cette espèce a été trouvée dans un large éventail 
de produits alimentaires, incluant la viande, le lait, les légumes et les produits 
halieutiques.  Elle est fréquemment  trouvée chez les poissons d'eau douce, et 
parfois chez des poissons d’eau de mer, comme par exemple la maladie de l'ulcère 
de la morue (Larsen et Jensen, 1977). Wang et Silva (1999) ont trouvé que sur 
238 filets de poisson-chats (chanel catfish = Ictalurus punctatus), 36,1% ont été 
contaminés par A. hydrophila. Davies et al. (2001) ont étudié l’incidence des 
bactéries pathogènes sur les poissons européens (poissons frais des marchés de 
France, d’Angleterre, de Grèce et du Portugal). A. hydrophila a été détectée sur tous 
les sites, avec une incidence globale de 40%. Tsai et Chen (1996) et 
Vivekanandhan et al. (2005) ont aussi montré que l’incidence d’A. hydrophila sur les 
poissons des marchés de Taiwan et d’Inde étaient de 22% et 33,5% respectivement.  
Cependant, des opinions se contredisent sur le rôle précis d’Aeromonas hydrophila 
comme pathogène des poissons. Quelques chercheurs affirment que cette bactérie 
est seulement un envahisseur secondaire des poissons précédemment affaiblis, 
alors que d’autres croient que A. hydrophila est une pathogène primaire des 
poissons d’eau douce. Elle peut être associée à plusieurs maladies comme la 
putréfaction de la queue, de l’aileron ou les septicémies hémorragiques (Mizayaki et 
Kaige, 1986 ; Lu., 1992 ; Shao et al.,  2004). Etant une bactérie psychotrope, elle 
peut se développer dans les aliments au cours de la réfrigération. Sur le poisson, A. 
hydrophila peut transformer le Triméthylamine oxyde en Triméthylamine (TMA). La 
TMA contribue en particulier à la mauvaise odeur des poissons (Gram et Dalgaard, 
2000).  
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 Depuis quelques années, le secteur de la santé publique reconnaît les 
espèces du genre Aeromonas comme des bactéries pathogènes potentielles ou 
émergentes. Ces bactéries peuvent causer des diarrhées, les enfants étant la 
population la plus sensible. La plupart des Aeromonas sont psychrotrophes et 
peuvent se multiplier dans les aliments pendant un entreposage frigorifique. Les 
souches d’Aeromonas ne sont pas résistantes aux procédés technologiques et sont 
éliminés par un traitement thermique (Isonhood et Drake, 2002).  
  
- Les souches du genre Acinetobacter sont des coccobacilles à Gram négatif, 
ubiquitaires dans le sol, les eaux, les végétaux et les animaux. Elles sont 
fréquemment isolées des eaux usées et des boues activées des stations 
d’épuration. Elles sont également présentes en grand nombre dans la flore 
bactérienne des aliments frais ou altérés, notamment les carcasses de volaille et de 
poisson, mais aussi les viandes des animaux de boucheries, le lait et les produits 
laitiers (Euzéby, 2003).  
 Des souches d’Acinetobacter ont été retrouvés dans des perches fraiches du 
Nil (Gram et al., 1990) et sur la carpe (Cyprinus carpio) (Mahmoud et al., 2004). 
Sugita et al. (1996) ont également identifié cette espèce dans l’intestin du poisson-
chat (Ictalurus punctatus). Guaedbassi et al. (1999) ont constaté que les souches 
d’Acinetobacter isolées des habitats aquacoles appartenaient principalement aux 
espèces A. johnsonii et A. Iwoffi.  
 Des souches d’Acinetobacter ont été détectées à hauteur de 104 UFC/mL 
dans de l’eau (LaCroix et Cabelli, 1982) et sont considérés comme un des genres 
principaux parmi les bactéries hétérotrophes aérobies isolées dans des poissons 
d’eau douce (Allen et al., 1983). Ce genre a été utilisé en tant qu’indicateur pour la 
résistance antibiotique bactérienne dans les fermes aquacoles d’eau douce en 
raison de leur distribution omniprésente et leur capacité particulière à développer 
une résistance aux antibiotiques lorsqu’ils sont soumis à une pression antibiotique 
sélective (Towner, 1997 ; Guardabassi et al., 1998). Miranda et Zemelman (2002) 
ont rapporté une forte résistance à l’oxytétracycline d’Acinetobacter iwoffii trouvé 
chez le saumon chilien.  
 
- Les Pseudomonas sont des bacilles à Gram négatif largement répandus dans la 
nature que l’on rencontre dans les sols, sur les végétaux et surtout dans les eaux 
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douces et marines. De nombreuses souches peuvent se développer à basse 
température (bactéries psychrophiles) et contaminent les produits alimentaires 
conservés au réfrigérateur. Ces bactéries peuvent être dénombrées spécifiquement 
dans les matières premières et produits finis (Guiraud, 1998). Des souches de 
Pseudomonas sont fréquemment associées aux poissons (Cahill, 1990) et ont été 
isolées de la peau, les ouïes et l’intestin (Trust and Sparrow, 1974 ; Muroga et al., 
1987). Généralement, la flore bactérienne des poissons, comprenant des souches 
de Pseudomonas, reflète la population microbienne de l’habitat aquatique et est 
influencée par la charge bactérienne de l’eau et sa salinité (Tripathy et al., 2007). 
Les souches de Pseudomonas sont nombreuses et très répandues, elles peuvent 
être impliquées dans les maladies des poissons et peuvent agir en tant 
qu’envahisseurs secondaires en complémentarité avec des bactéries pathogènes ou 
d’autres facteurs. En aquaculture, P. aeruginosa et P. fluorescens sont considérées 
comme des espèces pathogènes opportunistes (Shiose et al., 1974). Cependant, 
d’autres espèces de ce genre peuvent également être des bactéries pathogènes 
opportunistes sérieuses comme P. anguilliseptica chez l’anguille (Anguilla japonica) 
(Wakabayashi et Egusa, 1972), P. chlororaphis chez la truite 
d’Amago (Oncorhynchus rhodurus) (Hatai et al., 1975), P. plecoglossicida chez 
l’ayu  (Plecoglossus altivelis) (Kobayashi et al., 2000) et P. putida chez la truite arc-
en-ciel (Oncorhynchus mykiss) (Altinok et al., 2006).  
 Les Pseudomonas sont responsables de la dégradation spécifique des 
poissons au cours de leur stockage sur glace ou lors de la réfrigération (Gram et 
Dalgaard, 2000 ; Lakshmanan et al., 2002b). De plus, il a été rapporté que les 
Pseudomonas peuvent empêcher la croissance des bactéries produisant du 
disulfure d’hydrogène (H2S), notamment Shewanella putrefaciens,  dues à la  
capacité des Pseudomonas de produire des sidérophores et cette interaction peut 
être le facteur principal régissant le développement de la flore de détérioration des 
poissons au cours du stockage (Gram et Melchiorsen, 1996).  
 Les Pseudomonas sont réputés pour leurs capacités à résister à de 
nombreux antibiotiques (Miranda et Rojas ; 2007 ; Akinbowale et al., 2007). Cela 
peut expliquer sa position dominante chez les poissons du Vietnam chez les 
éleveurs qui utilisent des antibiotiques pour  traiter les maladies des poissons.  
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- Burkholderia vietnamiensis appartient au genre Burkholderia, qui sont des 
bacilles droits à Gram négatif, aérobies stricts et mobiles grâce à un ou plusieurs 
flagelles polaires (Yabuchi et al., 1992). Les espèces du genre Burkholderia ont pour 
principal habitat le sol, l’eau et les plantes mais quelques espèces sont pathogènes 
pour l’homme ou l’animal ou se comportent comme des pathogènes opportunistes.  
 Burkholderia vietnamiensis est une protéobactérie fixatrice d’azote de la 
rhizosphère du riz isolée des sols sulfatés acides (Tran Van et al., 1996). Elle a une 
fixation d’azote adaptée aux pH acides. Le sol du delta du Mékong est naturellement 
riche en sulfates, il est donc un habitat favorable pour cette bactérie. 
 
- Les souches du genre Stenotrophomonas sont des bacilles à Gram négatif, non 
sporulées, mobiles grâce à la présence de plusieurs flagelles polaires. Ce sont des 
espèces ubiquistes, présentes dans le sol, les plantes, les eaux de surfaces et les 
eaux usées (Euzéby, 2005). L’espèce représentative de ce genre, Stenotrophomas 
maltophilia, a reçu beaucoup d’attention durant la dernière décennie en raison de 
son rôle comme microorganisme pathogène opportuniste dans un certain nombre de 
syndromes cliniques tels que la mucoviscidose, l’endocardite, l’infection de la peau 
et des tissus mous et l’infection urinaire (Robin et Janda, 1996). De plus, 
S. maltophilia a été aussi trouvée dans certains produits alimentaires. L’existence de 
la S. maltophilia dans le lait cru (Liptopolou-Tzanetaki et Vafopoulou-Mastrojiannaki, 
1995) et dans l’eau en bouteille (Jayasekara et al., 1998) a été rapportée. Dans les 
produits halieutiques, cette espèce a été retrouvée dans la dorade coryphène (Frank 
et al., 1985) et dans le thon albacore (Thunnus alaluga) (Ben-Girey et al., 1999 a, b, 
2000). A coté de sa nature pathogène, certaines caractéristiques intrinsèques de S. 
maltophila sont concernées par la sûreté alimentaire. Elle est une forte productrice 
de cadavérine et peut également produire de l’histamine dans le thon albacore frais 
et congelé (Ben-Gigirey et al., 2000). L’histamine a été décrite pour être responsable 
de l’empoisonnement scombridé, une des plus fréquentes maladies rapportées en 
Europe et au Etats-Unis. Le rôle de la cadavérine ou putrescine comme renforceur 
de la toxicité de l’histamine a été largement documenté (Taylor et Sumner, 1987 ; 
Antoine et al., 2002). Les espèces bactériennes comme Klebsiella pneumoniae, 
Hafnia alvei, Enterobacter aerogenes et certains Pseudomonas ont été 
traditionnellement isolés dans des poissons incriminés dans l’empoisonnement 
scombridé (Ryser et al., 1984 ;  Lopez-Sabater et al., 1994). Le fait que la présence 
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de S. maltophilia dans les produits halieutiques a été rapportée tout récemment est 
peut être dû au fait que cette espèce pourrait être dominée par les bactéries citées 
ci-dessus ou par d’autres bactéries de concurrence. Sa détection est facilitée grâce 
aux techniques de biologie moléculaire (Ben-Gigirey et al., 2002).  
 
- Lactococcus garvieae appartient au genre Lactococcus. Ce sont des baccilles à 
Gram positif, anaérobies facultatifs, non-mobiles, non sporulés (Ravelo et al., 2001). 
La lactococcosis causée par L. garvieae est une maladie infectieuse importante 
affectant une grande variété de poissons partout dans le monde. L. garvieae a été 
isolée dans les fermes aquacoles en eau douce et marine (Vendrell et al., 2006). 
Elle a été rapportée comme un agent responsable de la mortalité de la truite arc-en-
ciel en Australie et en Afrique du Sud (Carson et al., 1993), au Portugal (Pereira et 
al., 2004) et en Turquie (Diler et al., 2002). L. garvieae a été aussi trouvée à Taiwan 
sur des crevettes roses géantes d’eau douce (Macrobrachium rosenbergii) (Chen et 
al., 2001).  Cai et al. (1999) ont montré la dominance de L. garviae sur la carpe 
(Cyprinus carpio) péchée dans la rivière de Thajin en Thaïlande. 
 L’entrée d’un nouveau lot de poissons dans une ferme aquacole est la raison 
la plus fréquente de l’introduction de ce bacille pathogène. Les poissons malades 
portent L. garvieae dans leur flore microbienne intestinale et peuvent évacuer cette 
bactérie dans leurs fèces, infectant les poissons sains de l’étang. L’évolution de la 
maladie dépend notamment de la température et de la qualité microbiologique de 
l’eau (Vendrell et al., 2006).  L. garvieae a été isolée de truites arc-en-ciel saines 
d’une ferme aquacole. La maladie ne se développe que quand les conditions 
environnementales sont favorables à cette souche (Cheng et al., 2002). Il est 
important de souligner que cette bactérie pathogène cause des pertes économiques 
sérieuses dues aux taux élevés de la mortalité (jusqu’à 50%) et à la diminution du 
taux de croissance. Dans le cas de notre étude, L. garvieae a été trouvée dans une 
seule ferme aquacole pendant la saison des pluies. Quand nous avons voulu faire 
les prélèvements lors de la saison sèche, cette ferme était fermée. Le patron de 
cette ferme nous a raconté que ses poissons ont contacté une maladie qui lui a fait 
perdre beaucoup d’argent. On pense que ceci est peut être dû à L. garvieae.   
 
- Les souches du genre Staphylococcus sont des coques à Gram positif, 
immobiles, non sporulés, groupés généralement en amas irréguliers, appartenant à 
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la famille des Micrococcaceae. Leur habitat est souvent le sol, les eaux douces et 
les aliments (Guiraud, 1998). Sugita et al. (1996) ont isolé des Staphylococcus chez 
la truite arc-en-ciel et Apun et al. (1999) en ont également isolé dans les intestins de 
poissons d’eau douce en Malaisie. Ces bactéries ont été aussi trouvées sur le tilapia 
(Al-Harbi et Uddin, 2004). Huys et al. (2007) ont identifié un grand nombre de 
Staphylococcus sur le Pangasius du Vietnam, dont S. arlettae, S. haemolyticus et S. 
epidermidis. Fernandes et al. (1997) ont aussi trouvé S. aureus sur des filets de 
poisson-chat (Ictalurus punctatus). La fréquence de portage de cette espèce est 
élevée en été et faible en hiver.  
 
- La souche d’Enterococcus faecium appartient au genre Enterococcus. Ce sont 
des bactéries coques à Gram positif qui se présentent sous forme de chaînette. 
Elles appartiennent à la flore commensale notamment dans les tractus digestif et 
génital. Les Enterococcus sont souvent utilisés pour la fermentation alimentaire 
comme le fromage artisanal (Giraffa, 2003) et la saucisse artisanale (Hugas et al., 
2003). Les deux espèces les plus souvent décrites dans la flore de fermentation 
sont Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium. De plus, dans certains pays, 
ces bactéries sont employées comme probiotiques pour favoriser l’environnement 
intestinal dans le but de renforcer le système immunitaire des animaux (Scharek et 
al., 2005 ; Wang et al., 2008). Au Vietnam, les éleveurs rajoutent souvent des 
probiotiques aux aliments des poissons pour augmenter leur capacité à résister aux 
maladies. Cela pourrait expliquer la présence des Enterococcus faecium chez les 
Pangasius au Vietnam.  
 En comparaison avec le travail de Leesing (2005) sur les bactéries de 
Pangasius isolées par les techniques traditionnelles, on peut trouver quelques 
nouvelles souches de bactéries comme Burkholderia vietnamiensis ou bien 
Enteroccoccus faecium. Il est possible que ces espèces soient présentes mais 
n’aient pas pu être isolées par la méthode classique, ou qu’elles ne soient plus 
présentes puisque c’était des prélèvements différents dans des fermes différentes.  
Il est important d’observer qu’un certain nombre des souches isolées appartiennent 
à des genres ou des espèces dont la présence témoigne de l’environnement, ou des 
pratiques d’élevage avec une grande majorité de souches potentiellement 
pathogènes pour les poissons et les consommateurs.  
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III.2.5. Étude de la relation entre l’eau des étangs d’élevage et les Pangasius 
capturés dans ces étangs 
 Le rôle de l’environnement des élevages sur le marquage d’origine des 
poissons est à l’origine de ce travail aussi avons-nous voulu explorer les relations 
qui existent entre la communauté bactérienne de l’eau et celle présente sur les 
poissons par DGGE. Les échantillons d’eau et de poissons ont été prélevés pendant 
la saison sèche dans 4 districts différents de la région d’An Giang dans le delta du 
Mékong au Vietnam. 
 Sur les gels DGGE, on observe les bandes nettes et bien distinctes (Figure 
III.13). Le nombre des bandes des profils de DGGE  varie de 7 à 8 bandes pour les 
poissons et de 6 à 8 bandes pour l’eau de l’étang. Les profils DGGE d’ADN 
bactérien extrait des poissons d’un même étang sont identiques ce qui confirme les 
résultats obtenus avec les bars en France. Par contre les profils DDGE des ADN 
bactériens extraits de l’eau sont sensiblement différents. Nous pouvons observer 
que les profils DGGE des bactéries extraites des poissons et de l’eau d’un même 
étang sont étroitement liés car  ils possèdent des bandes communes. Les résultats 
de l’analyse statistique sont présentés dans la Figure III.14. Deux clusters sont bien 
distingués avec 87% de similarité et divisent les échantillons en deux classes. Le 
premier cluster correspond aux poissons et à l’eau des étangs des districts d’An Phu 
et de Tan Chau ; le deuxième cluster à celui des poissons et à l’eau des étangs de 
districts de Chau Doc et de Chau Phu. Cette séparation est bien cohérente avec les 
résultats obtenus sur la discrimination des poissons dans notre étude antérieure.  A 
l’intérieur de chaque cluster, on peut également regrouper les profils des poissons et 
de l’eau correspondante (similarité proche de 95% voire plus). Ces résultats 
confirment notre hypothèse initiale à savoir que l’identité des étangs et donc l’eau 
qu’ils contiennent participe au marquage d’origine et qu’il existe un lien entre les 
flores microbiennes des poissons et celles de l’eau des étangs où vivent les 
poissons. 
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Figure III.13. : Photo des gels de  DGGE d’ADN bactériens extraits de l’eau et des 
Pangasius d’un même étang de 4 districts de la région d’An Giang. 
 
CP : Poisson de Chau Phu ; AP : Poisson d’An Phu ; CD : Poisson de Chau Doc ; TC : Poisson 
de Tan Chau. 
ECP : Eau de l’étang du district de Chau Phu ; EAP : Eau de l’étang du district d’An Phu ; ECD : 
Eau de l’étang du district de Chau Doc ; ETC : Eau de l’étang du district de Tan Chau. 
1, 2, 3: répétition des poissons 
D : saison sèche 
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Figure III.14. : Dendrogramme des profils DGGE d’ADN bactériens extraits de l’eau 
et des Pangasius d’un même étang de quatre districts de la région d’An Giang. 
 
 Bien qu’il y ait aucune certitude de l’existence des bactéries strictement 
aquatiques, l’opinion la plus répandue parmi les divers auteurs est que la majorité 
des bactéries trouvées dans l’environnement aquatique trouve son origine dans le 
sol. Ces bactéries sont transférées vers l’eau par la pluie ou par introduction 
accidentelle. Ces bactéries peuvent être aussi la conséquence directe des activités 
humaines (Toranzo et al., 2005).  
 En effet, les bactéries présentes dans l’eau peuvent être ingérées par les 
poissons et ainsi modifier les flores dominantes de leurs organes (Strom et Ringgo, 
1993 ; Sugita et al., 1996 ; Apun et al., 1999). Miranda et Zemelman (2002) ont 
trouvé que des bactéries présentes naturellement dans l’eau, sont aussi identifiées 
également dans des saumons d’eau douce. Les études de De Sousa et Silva-Sousa 
(2001) sur la communauté bactérienne de la rivière Congonhas au Brésil ont montré 
qu’il y a une relation directe entre les flores bactériennes aquatiques et les bactéries 
commensales des poissons. Les bactéries des poissons appartiennent aux genres 
Pseudomonas, Acinetobacter, Aeromonas, Enterobacteriacacea, Micrococcus, 
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Bacillus et Lactobacillus. Dans l’eau, les auteurs ont trouvés les genres 
Pseudomonas, Acinetobacter, Aeromonas, Enterobacteriacacea, Micrococcus, 
Bacillus et Flavobacterium.  Al-Harbi et Uddin (2003) ont aussi prouvé une similarité 
entre les bactéries des poissons avec celles de l’eau et des sédiments où sont 
élevés les poissons. Les bactéries comme Corynebacterium urealyticum, 
Shewanella putrefaciens, Aeromonas hydrophila, Flavobacterium sp., Pseudomonas 
sp., Escherichia coli sont présentes sur les poissons ainsi que dans l’environnement 
de l’étang d’élevage du poisson. Romeo et Navarrete (2006) ont suggéré par DGGE 
que les bactéries majeures des saumons de coho (Oncorhynchus kisutch) 
pourraient provenir de l’eau. Enfin, nos résultats se rapprochent de ceux de 
Syvokienë et Mickënienë en 1998 qui ont constaté que la flore microbienne de l’eau 
des élevages influençait directement celle de l’intestin et des ouïes des tilapias 
analysés avec une biodiversité bactérienne plus importante dans l’intestin que dans 
l’eau.  
 
III.2.6 Comparaison de la totalité des profils DGGE des poissons de 
différentes origines géographiques 
 L’utilisation de la PCR-DGGE  pour caractériser globalement les flores 
bactériennes de poissons d’élevage afin d’en déterminer l’origine géographique a 
conduit à une multitude de profils différents. Nous avons voulu savoir comment ces 
profils se différenciaient lors d’une analyse de similarité. Afin de simplifier les 
calculs, nous avons décidé de prendre un seul profil représentatif pour toutes les 
répétitions des poissons d’un même aquarium ou d’un même étang qui, rappelons 
le, ont obtenu le même profil bactérien.  
 L’analyse statistique des profils DGGE obtenus pour tous les échantillons des 
différentes espèces et de différentes origines est représentée sur la figure III.12. On 
constate que les profils des poissons asiatiques se regroupent dans un même 
cluster avec 65% de similarité, alors que les profils des poissons français se 
regroupent aussi dans un même cluster avec 62% de similarité. En outre, les profils 
des poissons asiatiques et européens se distinguent clairement avec aucune 
similarité, sans doute en raison de la nature même des milieux aquatiques qui 
différent très fortement. Les poissons de France sont élevés dans un milieu marin ou 
océanique salé alors que les autres poissons sont des poissons d’eau douce. Il est 
important de noter que lorsqu’on compare globalement tous les profils, l’effet de la 
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région est bien montré, c'est-à-dire que les poissons d’une même région se 
regroupent dans un même cluster. Ces résultats laissent envisager que la création 
d’une banque de données alimentée par des profils de PCR-DGGE réalisés selon 
un protocole standardisé sur des poissons d’origine connue est possible et qu’elle 
pourrait être utilisée pour comparer un profil inconnu à des profils de poissons 
d’origine connue.  
Figure III.15. : Dendrogramme des profils DGGE d’ADN bactériens extraits de 
poissons différents et d’origines différentes. 
 
III.3. Étude de la pérennité du marquage microbien 
 Nous avons montré qu’il était possible de caractériser des poissons par leurs 
profils bactériens mis en évidence par la PCR-DGGE et que ces profils pouvaient 
être reliés à une origine géographique assez finement, ainsi ces profils bactériens 
constituent un marquage de l’origine. Ce marquage repose sur la présence de telle 
ou telle souche bactérienne particulière des poissons et sa combinaison avec 
d’autres souches. Pour valider la méthode proposée, il nous a semblé nécessaire de 
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savoir si le marquage ainsi défini était pérenne tout au long de l’année, selon les 
saisons. S’il évoluait en fonction des pratiques d’élevage, ou s’il se conservait tout au 
long des procédés de transformation du poisson entier en produits commerciaux. 
 
III.3.1. Influence de la saison sur le marquage microbien 
 Au Vietnam, il y a 2 saisons différentes, la saison des pluies d’avril à 
novembre et la saison sèche de décembre à mars. L’échantillonnage a été réalisé 
lors de la saison des pluies dans 5 districts différents comme décrit précédemment. 
Cependant, un étang a été fermé lors de la campagne de prélèvements de la saison 
sèche, il s’agit de l’étang du district de Phu Tan. C’est pourquoi pour la saison sèche, 
l’échantillonnage n’a été fait que dans 4 districts. 
 Les résultats d’électrophorèse de DGGE d’ADN bactérien extrait des poissons 
capturés dans les mêmes étangs pendant 2 saisons différentes sont montrés dans 
les figures III.16 et III.17. Les bandes de profils DGGE de chaque piste sont intenses 
et distinctes. Le nombre des bandes des profils DGGE dans les différents étangs 
varie de 8 à 10 bandes pendant la saison des pluies, et de 7 à 8 bandes pendant la 
saison sèche. Pour un même étang, les profils DGGE des poissons sont identiques, 
et on observe  une diminution du nombre de bandes de DGGE à la saison sèche en 
comparaison avec la saison des pluies. Cependant, on peut constater que quelques 
bandes dominantes restent présentes au cours des deux saisons. 
 L’analyse statistique (Figure III.18.) montre que quelque soit la saison, les 
profils sont séparés en deux clusters principaux : (1) le premier contient les poissons 
qui viennent des districts de An Phu et de Tan Chau ; (2) le deuxième contient les 
poissons venant des districts de Chau Doc et de Chau Phu. Cette division est 
similaire à celle observée pour les poissons capturés pendant la saison de pluies. A 
l’intérieur de chacun des groupes,  les profils d’une même origine sont les plus 
proches et sont éloignés de ceux des poissons de sites différents. L’effet saison 
semble très peu marqué et ne modifie pas la capacité à différencier les poissons 
d’origine différente. Pour confirmer nos observations, nous avons réalisé une analyse 
factorielle pour comparer la similarité des profils dans les 4 districts de la région d’An 
Giang au cours des deux saisons (Figure III.19). Le premier plan à 2 variances décrit 
85% des variations des données avec une bonne discrimination pour les 4 groupes 
différents issus des 4 districts différents quelque soit la saison. 
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CP : district de Chau Phu ; AP : district de An Phu 
 1, 2, 3, 4, 5 : répétition des poissons 
 R : saison des pluies ; D : saison sèche 
 
Figure III.16. : Photos des gels de DGGE d’ADN bactérien extrait des Pangasius 
issus de districts différents de la région d’An Giang  
pendant la saison des pluies et la saison sèche. 
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CD : district de Chau Doc ; TC : district de Tan Chau 
1, 2, 3, 4, 5 : répétition des poissons 
R : saison des pluies ; D : saison sèche. 
 
Figure III.17. : Photos des gels de DGGE d’ADN bactérien extrait des Pangasius 
issus de districts différents de la région d’An Giang  
pendant la saison des pluies et la saison sèche. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CP : district de Chau Phu ; AP : district 
de An Phu ; CD : district de Chau 
Doc ; TC : district de Tan Chau. 
R : saison des pluies ; D : saison 
sèche 
Figure III.18. : Dendrogramme des profils DGGE d’ADN bactérien de Pangasius issus de 
4 districts de la région d’An Giang capturés pendant la saison des pluies et la saison sèche. 
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Figure III.19. : Analyse factorielle des profils DGGE des Pangasius capturés dans  
4 districts différents de la région d’An Giang pendant  
la saison des pluies et la saison sèche. 
 
 Ces résultats sont similaires à ceux de Van der Gucht et al. (2005) qui ont 
caractérisé la communauté bactérienne de 4 lacs situés dans 2 régions différentes 
en Belgique au cours des saisons. La communauté bactérienne a été clairement 
différenciée dans les quatre lacs. Cependant, ils ont trouvé une forte similarité de la 
population bactérienne dans les lacs de la même région quel que soit la saison. A 
savoir que la différence de communauté bactérienne entre les lacs est plus 
importante que la différence de communauté bactérienne d’un même lac au cours 
des saisons. La variation des flores bactériennes sur des filets de poisson-chat au 
cours de la saison a été étudiée par Fernandes et al. (1997). Ces auteurs ont montré 
que le nombre des E. coli et S. aureus est plus élevé en été qu’en hiver. Al-Harbi et 
Uddin (2004) ont aussi trouvé une grande différence lors de l’analyse des bactéries 
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R : saison des pluies ; D : saison sèche. 
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intestinales des Tilapias au cours des saisons. Cependant, selon ces auteurs, ces 
différences sont plutôt dues à la variation de la température. En effet, en été, la 
température élevée de l’eau favorise la croissance des bactéries mésophiles et 
l’augmentation de la charge bactérienne du poisson (Hossain et al., 1999). Dans 
notre étude, il apparaît que le nombre des bandes sur le profil pour la saison des 
pluies est plus nombreux que celui en saison sèche, c'est-à-dire que les bactéries 
sont plus nombreuses en saison des pluies qu’en saison sèche. Cependant, le peu 
de différence observé peut être expliqué par le fait que dans le delta du Mékong, la 
température est relativement stable (aux alentours de 29°C) au cours des 2 saisons. 
La différence de température ne joue donc pas un rôle important sur la diversité 
bactérienne. Par contre, la région du delta du Mékong est souvent inondée lors de la 
saison des pluies. La crue peut modifier la population bactérienne en apportant des 
effluents dans les étangs. 
 
III.3.2. Analyse de bars du même lieu mais issus d’aquariums différents 
 Il s’agit ici de tester l’hypothèse selon laquelle des poissons élevés dans des 
conditions différentes au même endroit sont susceptibles d’avoir des profils 
différents. Cet essai a été conduit dans les installations de l’IFREMER à Palavas 
dans deux aquariums possédant des circuits d’alimentation et de traitement de l’eau 
très différents. L’aquarium ASC est un circuit fermé alimenté par de l’eau de mer 
filtrée et recyclée en continu. Il s’apparente aux étangs de production piscicoles. 
L’aquarium C1 est un circuit ouvert  alimenté avec de l’eau de mer pompée au même 
endroit que l’aquarium ASC, mais renouvelée en permanence. C’est un système 
ouvert assimilable à ce qui se passe en mer ou dans les nasses immergées. 
 Sur le gel de DGGE (Figure III.20.), on peut constater de 3 à 5 bandes. Les 
profils A1, A1’ et A1’’ sont des répétitions de l’analyse du même poisson. Les 
résultats montrent que pour un même poisson, les profils sont identiques et tous les  
poissons de l’aquarium ASC donnent des profils DGGE très proches. A l’opposé, les 
poissons issus de l’aquarium C1, donnent des profils différents tant au niveau du 
nombre des bandes que de leur positions.  
 L’analyse de similarité des profils DGGE (Figure III.21) confirme les 
observations précédentes. A 90% de similarité, 2 grands clusters sont observés, le 
premier contient les poissons de l’aquarium ASC et le deuxième contient les 
poissons de l’aquarium C1.  Les poissons de l’aquarium ASC se regroupent dans un 
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même cluster avec 100% de similarité. Pour les profils des poissons de l’aquarium 
C1, des différences apparaissent avec un pourcentage de similarité variant de 92 à 
96%.  Il existe un marquage commun mais avec une variabilité dans l’aquarium C1 
plus importante, sans doute due au renouvellement de l’eau qui modifie l’écosystème 
bactérien en fonction des apports d’eau de mer « fraiche ». 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III.20. : Photo de gel DGGE d’ADN bactérien extrait de bars capturés dans un 
aquarium alimenté par de l’eau de mer recyclée (ASC) et dans un aquarium alimenté 
par de l’eau de mer courante (C1) à la station IFREMER de Palavas. 
 
 
 
 
1, 2, 3, 4, 5 : 5 poissons différents 
1, 1’, 1’’ : 3 échantillons du même 
poisson
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Figure III.21. : Dendrogramme des profils DGGE d’ADN bactérien extrait de bars 
capturés dans un aquarium alimenté par de l’eau de mer recyclée (ASC)  
et d’un aquarium alimenté par de l’eau de mer courante (C1)  
à la station IFREMER de Palavas, Montpellier 
 
III.3.3. Effet des traitements technologiques sur le marquage microbien  
 Les analyses réalisées jusqu’alors concernaient des poissons entiers non 
transformés alors que la grande majorité des poissons sont vendus après 
transformation, le plus souvent le filetage et la congélation qui sont réalisés le plus 
souvent localement en Asie. Nous avons voulu explorer la pérennité du marquage 
lors de différents procédés de transformation.  
 
III.3.3.1. Effet des traitements de marinage, de séchage, de réfrigération et 
de filetage  
 Les traitements mis en œuvre sur des tilapias sont le marinage, une méthode 
de conservation populaire des poissons, le séchage à température élevée destinés à 
la fabrication de la farine de poisson, la réfrigération à 4°C et le filetage. La majorité 
des auteurs qui ont étudié l’influence d’un traitement technologique sur la résistance 
1, 2, 3, 4, 5 : 5 poissons différents 
1, 1’, 1’’ : 3 échantillons du même 
poisson 
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d’un germe ou d’un groupe de germes particuliers, inoculent à fortes doses puis 
recherchent les germes ensuite en faisant varier les paramètres du traitement 
(Clavero et Beuchat, 1996 ; Ellajosyula et al., 1998 ; Nascumento et al., 1998).  
 Nous avons choisi de ne pas inoculer avec des souches microbiennes 
témoins nos poissons pour plusieurs raisons :  
? cela impliquerait des problèmes d’ordre sanitaire lors de transformation comme le 
séchage (production d’aérosols) ; 
? puisque nous souhaitons étudier l’influence de chaque traitement, il serait 
incohérent de faire subir en amont une stérilisation à nos poissons (comportement 
différents des tissus ensuite) ; 
? on ne sait pas encore quel germe ou quels groupes de germes sont susceptibles 
d’être des marqueurs donc le choix d’un microorganisme particulier serait 
aléatoire ; 
? Enfin, l’objectif du travail est de tracer un poisson quel qu’il soit avec sa charge 
microbienne naturelle. Une étude par inoculation par une bactérie d’intérêt pourra 
être envisagée lorsque les marqueurs auront été déterminés, ce qui donnera des 
renseignements sur leur possibilité de survie aux traitements technologiques. 
 
 Les résultats de DGGE d’ADN bactérien extrait de filets de Tilapias ayant subit 
le filetage, le marinage, le séchage et la réfrigération à 4°C sont représentés sur la 
figure III.22. Les profils de DDGE avant et après le filetage sont identiques, et on 
peut constater 9 bandes bien distinctes. Après le marinage et le séchage, une 
diminution du nombre de bandes est observée. A partir de 9 bandes au début, le 
nombre de bande diminue jusqu’à 5 pour les poissons ayant subis le marinage et 
jusqu’à 3 pour les poissons ayant subis le séchage. Par contre, il y a une 
augmentation du nombre de bandes jusqu’à 10 bandes pour les poissons réfrigérés 
à 4°C.  
 L’analyse de similarité confirme bien la différence observée pour les profils 
bactériens des poissons ayant subit les traitements technologiques (Figure III.23). 
Nous constatons que tous les filets non traités se retrouvent dans le même groupe 
avec 100% de similarité, et que les filets réfrigérés se regroupent dans le même 
cluster que les filets non traités avec 98% de similarité. De plus, avec 94% de 
similarité, on distingue 2 clusters : le premier cluster contient les filets non traités, les 
filets réfrigérés et les filets marinés ; le deuxième cluster contient les filets séchés.  
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Figure III.22. : Photo de gel DGGE d’ADN bactériens extraits de filets de tilapias 
ayant subit des traitements. 
F: le filetage ; M : le marinage ; 
S : le séchage ; R : la 
réfrigération à 4°C 
b : avant le traitement 
a : après le traitement 
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 Après le filetage, nous avons constaté qu’il n’y a pas d’évolution des flores 
microbiennes. Ceci peut être du aux bonnes conditions sanitaires du filetage qui 
limite les contaminations qui se trouvent dés lors au-dessous du seuil de détection de 
la PCR-DGGE. 
 Le marinage a été réalisé selon la méthode de marinage rapide de Poligné et 
Collignan (2000). Ce procédé d’immersion rapide offre une bonne alternative aux 
techniques de marinage conventionnelles. Les poissons sont ainsi marinés 
rapidement pendant 60 min, au lieu de quelques jours selon le processus 
traditionnel. La solution contient une haute concentration en acide et en sel et elle est 
agitée, ce qui permet des transferts de masse optimaux en empêchant la formation 
d’une couche extérieure diluée sur les filets de poissons (Bohuon et al., 1998). Après 
le traitement, le pH des filets atteint 3,85 ± 0,1. Avec cette méthode, Poligné et 
Collignan (2000) ont montré que les anchois marinés peuvent être conservés 
pendant 2 mois à 4°C sans développer de contamination.  Après le marinage, il y a 
une diminution des bandes des profils DGGE (Figure III.22). Ce qui peut indiquer un 
effet destructif sur les flores bactériennes présentes sur les filets de poissons ou un 
effet sur l’ADN bactérien présent sur les filets qui est dénaturé donc difficilement 
extractible et amplifiable par PCR. Il a été montré que le traitement par un acide 
S-a
M-a
R-a
M-b
S-b
R-b
F-b
F-a
85 90 95 100
Similarité
Filets témoins 
Filets réfrigérés 
Filets marinés 
Filets séchés 
b : avant le traitement 
a : après le traitement 
Figure III.23. : Dendrogramme des profils DGGE d’ADN bactériens extraits de 
filets de tilapias ayant subit des traitements  
F : le filetage ; M : le marinage ; S : le séchage ; R : la réfrigération à 4°C  
Résultats et discussion 
 141
cause la dépurination de l’ADN (Lindahl, 1993) et empêche l’amplification par PCR 
(Master et al., 1994 ; Ma et al., 1994). Cependant, un temps de traitement court peut 
être insuffisant pour détruire l’ADN (Prince et Andrus, 1992). Herman (1997) a 
montré qu’après un traitement avec 6,7% d’HCl pendant 5 min, l’ADN de 
L. monocytogenes peut encore être amplifié par PCR. Dans une autre expérience, 
E. coli et L. monocytogenes ont subit un traitement par HCl à pH 2 et sont encore 
détectés par PCR après 24h et 16h, respectivement (Master et al., 1994).  
 Pour le séchage, nous avons choisi un séchage mettant en jeu une 
température élevée, soit 3 heures de séchage à 120°C. Après ce traitement, la 
teneur en eau des filets est de 16,5% ± 1,5. Cette faible teneur permet une bonne 
conservation des filets (Oksuz et al., 2008) mais est encore élevée pour la farine dont 
la teneur en eau varie de 7,2% à 15,5% (Kume et al., 1983 ; Opstvedt et al., 2003 ; 
Wang et al., 2006). Après le séchage, un appauvrissement du profil DGGE est 
observé (Figure III.22). Cette diminution du nombre de bandes sur le gel témoigne de 
la destruction thermique des souches bactériennes initialement présentes sur les 
filets. 
 La résistance thermique dépend de la composition de la flore microbienne 
endogène des aliments. Les bactéries à Gram positif sont souvent plus sensibles à la 
chaleur que les bactéries à Gram négatif (Mossel et al., 1995. La chaleur peut 
endommager l’ADN par des réaction de dépurination ou de désamination et, à 
température élevée, peut causer la scission de double brins et la perte irréversible de 
la structure secondaire de l’ADN (Pellon et Sinskey, 1984 ; Miles et al., 1986). 
Cependant, lors de la PCR-DGGE, on peut encore observer quelques bandes 
preuve que tout l’ADN n’est pas dénaturé. Ce résultat est en accord avec l’étude de 
Master et al. (1994) qui ont montré qu’à 121°C, l’ADN est partiellement endommagé 
mais reste amplifiable par PCR. McKillip et al. (1999) ont également prouvé la 
stabilité de l’ADN d’E. coli après un traitement thermique à 60°C pendant 48h dans le 
lait. Nogva et al. (2000) ont montré qu’à 72°C, après 24h, l’ADN de Campylobacter 
jejuni peut encore être amplifié par PCR et qu’après un traitement à 100°C pendant 
6h, on peut encore amplifier l’ADN, alors qu’après 24h, cette limite de détection est 
atteinte.  
 Concernant la réfrigération, les profils bactériens ont été réalisés après 
2 semaines de conservation des filets à 4°C. L’observation du profil DGGE montre 
l’apparition d’une nouvelle bande et on peut également constater que l’intensité de 
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certaines bandes est plus élevée. On peut émettre l’hypothèse que certaines 
bactéries psychrophiles ou psychrotrophes peuvent se sont développées pendant la 
réfrigération. Fagan et al. (2003) ont signalé une augmentation de 1 log10UFC/g de la 
population bactérienne de filets de maquereaux et de 2  log10UFC/g de filets de 
saumons réfrigérés à 4°C après 3 jours. Patsias et al. (2008) ont également montré 
une augmentation de 4 log10UFC/g de la population bactérienne totale des filets de 
poulets après 9 jours de conservation à 4°C. Des Listeria et des Pseudomonas 
peuvent se développer durant la réfrigération (Farber et Peterkin, 1991 ; Coates et 
al., 1995 ; Widders et al., 1995).  
 
III.3.3.2. Effet des répétions de cycles de congélation-décongélation  
 Dans cette partie, nous avons étudié la persistance des bactéries des 
poissons lors de congélations et décongélations successives, événements qui 
peuvent survenir lors de la rupture de la chaîne du froid pendant le stockage et le 
transport. La congélation est le procédé qui permet la stabilisation en l’état d’origine 
d’un produit par un abaissement de température à -18°C à cœur. La durée de 
congélation augmentant proportionnellement au carré de l’épaisseur, les filets de 
poisson à traiter sont choisis les plus homogènes possibles.  
 
 La figure III.24. présente l’évolution de la température à cœur des filets de 
tilapias durant la répétition des cycles de congélation-décongélation. Les filets 
destinés à la congélation ont une température initiale similaire (environ 16°C). A 
partir du 2ème cycle, après une décongélation par un douchage continu sous l’eau à 
20°C environ, la température initiale des filets se trouve à 8°C. Le temps pour 
atteindre la température de consigne de la congélation de -18°C est de 22 min. 
Après 15 min de décongélation, la température. à cœur des filets atteint 8°C. A partir 
de cette température, on continue la répétition de congélation-décongélation pendant 
14 cycles supplémentaires. 
L’observation des courbes de congélation-décongélation (Figure III.24.) permet 
d’affirmer que l’ensemble des filets ont été correctement congelés et décongelés 
pendant les différents cycles. Le temps de congélation de 30 min et le temps de 
décongélation de 15 min sont suffisants pour atteindre les températures cibles  pour 
la congélation et la décongélation. 
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Figure III.24. : Évolution de la température à cœur des filets de tilapias lors de la 
répétition des cycles de congélation-décongélation. 
 
 Les courbes de congélation du poisson présentent trois phases successives. 
Tout d’abord, la température à cœur descend jusqu’à une température dite de 
congélation commençante (Tcc). Parce que le poisson est très riche en eau (90% à 
peu près), sa température de congélation commençante est comprise entre -1,65 et -
2,2°C. A partir de cette valeur, les premiers cristaux de glace pure commencent à 
apparaître. Au fur et à mesure de leur apparition, les cristaux vont prélever de l’eau 
dans la matrice liquide, entraînant la cryo-concentration. Mais l’élévation de la teneur 
en matière sèche soluble dans la fraction non congelée entraîne une augmentation 
de la viscosité qui va freiner les phénomènes de diffusion, dont la cristallisation 
(Genin et René, 1994). C’est pourquoi on observe une descente en température 
relativement lente, correspondant à la cristallisation de l’eau. Elle est souvent 
appelée « pseudo pallier » de congélation, par analogie avec le pallier vrai observé 
au cours de la congélation de l’eau pure à 0°C. Après avoir passé ce pallier, la 
température descend rapidement jusqu’à -40°C après 30 min.  
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 Les résultats de DGGE d’ADN bactérien extrait de filets de tilapias ayant les 
cycles de congélation-décongélation et la congélation en chambre froide (-20°C) sont 
représentés sur la figure III.25. Les profils DGGE des témoins et des filets ayant 
subis jusqu’à 10 cycles de congélation-décongélation, ainsi que des filets subis une 
conservation à la chambre froide (-20°C) pendant 3 semaines sont identiques. On 
peut observer 9 bandes bien distinctes pour tous les échantillons. Cependant, après 
15 cycles de congélation-décongélation, le nombre de bandes diminue légèrement 
jusqu’à 7 bandes.  
 L’analyse statistique confirme bien que tous filets de poissons avant le 
traitement, ainsi que des filets qui ont subit 1, 5 ou 10 cycles de congélation-
décongélation ainsi que les filets qui ont été conservés à -20°C pendant 3 semaines 
se retrouvent dans le même groupe statistique. Par contre, les filets ayant subit 
15 cycles de congélation-décongélation se retrouvent dans un groupe à part 
(Figure III.26), ce qui est le signe de la modification du profil bactérien. 
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Figure III.25. : Photo de gel DGGE d’ADN bactériens extraits de filets de tilapias 
ayant subit la répétition des cycles de congélation-décongélation  
et la congélation en chambre froide (-20°C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
F1, F5, F10, F15 : filet de 
poisson ayant subit 1, 5, 10, 
15 cycles de congélation-
décongélation. 
FC : filet de poisson ayant 
subit la congélation en 
chambre froide (-20°C) 
b : avant le traitement 
a : après le traitement 
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F15-a
F5-b
F5-a
F10-b
F10-a
F15-b
FC-b
FC-a
F1-b
F1-a
96 97 98 99 100
Similarité
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L’image du gel de DDGE montre de nombreuses bandes dans les profils, ce qui 
indique que les filets de poissons portent ou ont porté de nombreuses souches 
bactériennes alors que les filets sont supposés peu contaminés. Ceci s’explique par 
le fait que les filets ont conservé leur peau et que la peau des poissons a une charge 
microbienne importante.  
 Les effets de la basse température jouent sur le métabolisme des bactéries en 
réduisant les activités enzymatiques, la fluidité de leurs membranes, en modifiant le 
transport des aliments et des déchets, en diminuant les vitesses de la transcription, 
de la traduction et de la division cellulaire et en dénaturant certaines protéines 
(Goodchild et al., 2004 ; Ratkowsky et al., 2005). Ces modifications ne mettent pas 
en cause la viabilité des bactéries ou très peu.   
 Plusieurs facteurs ont été proposés pour expliquer les dommages provoqués 
aux micro-organismes par la congélation et la décongélation. Quand l’eau gèle, les 
éléments dissouts deviennent concentrés dans la fraction de l’eau non gelée dans 
laquelle les bactéries se trouvent. En conséquence, l’eau diffuse de la cellule 
microbienne vers la solution concentrée qui l’entoure.  
 
F1, F5, F10, F15 : filets de 
poissons ayant subit 1, 5, 10, 
15 cycles de congélation-
décongélation. 
FC : filets de poissons  ayant 
subit la congélation en 
chambre froide (-20°C) 
b : avant le traitement 
a : après le traitement 
Figure III.26. : Dendrogramme des profils DGGE d’ADN bactériens extraits de 
filets de tilapias ayant subit la répétition des cycles de congélation-décongélation 
et la congélation en chambre froide (-20°C). 
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Ainsi, les dommages pourraient être expliqués par des facteurs suivants (Geiges, 
1996 ; El-Kest et Marth, 1992 ; Lund, 2000): 
 (1) Dommages mécaniques aux parois cellulaires et aux membranes 
cellulaires résultant de la formation de la glace extra et intracellulaire, (2) 
Déséquilibre en électrolyte résultant de la déshydratation et de la concentration 
accrue des solutés dues à la formation des glaces. Ce déséquilibre conduit à une 
perte d’eau de surface des protéines causant leurs dénaturations. Une autre 
possibilité est la réduction de l’agitation moléculaire qui conduit à un rapprochement 
des différentes protéines suivies de la formation de ponts disulfures anormaux, (3) 
Rétrécissement du volume des cellules au-dessous d’un volume critique minimum 
provoquant la rupture de leurs membranes.  
 
 Ces facteurs permettent d’expliquer les effets d’atténuation ou d’exacerbation 
qui affectent la survie des microorganismes pendant la congélation et décongélation 
comme la vitesse de congélation, la température du stockage, la composition des 
aliments à congeler, le stade de croissance du microorganisme et les espèces 
microbiennes différentes (Hanna et al., 1982 ; Grecz et El-Zawahry, 1984). La 
congélation et le stockage à la température de congélation conduit à des dommages 
cellulaires qui s’accumulent avec le temps. A un certain point, les dommages 
deviennent irréparables et la cellule bactérienne succombe à la décongélation. Le 
processus de décongélation peut provoquer plus de dommages que la congélation. 
Ceci est du à la fonte des cristaux de glace qui se sont développés pendant la 
congélation (El-Kest et Marth, 1992). Ceci se produit parce que la décongélation est 
plus lente que la congélation, et l’aliment reste ainsi plus longtemps à la température 
de sub-congélation, zone qui favorise la recristallisation quand les petits cristaux de 
glace fondent et se recongèlent en formant de grands cristaux de glace, et plus 
particulièrement si les mélanges eutectiques sont formés pendant la congélation 
(Potter, 1986).  
 Après des cycles de congélation-décongélation ou bien après une longue 
durée de congélation en chambre froide, on peut encore retrouver les profils 
bactériens chez des filets de poissons (Figure III.25). Une hypothèse est que dans la 
population bactérienne, il y ait quelques espèces qui ont la capacité de résister au 
froid. Afin d’expliquer la résistance au froid des bactéries, plusieurs études ont été 
menées. La température décroissante exerce un effet nuisible sur les propriétés 
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physiques et les fonctions des membranes, menant typiquement à une réduction de 
la fluidité des membranes. La composition en lipide régit les propriétés physiques 
des membranes et par conséquent il n’est pas étonnant que celle ci varie avec 
l’adaptation thermique des microorganismes. Généralement, afin de résister au froid, 
les bactéries produisent plus d’acides gras insaturés, polyinsaturés et branchés, avec 
une proportion élevée d’acides gras cis-insaturés à double liaison. Ce changement 
de composition peut avoir un rôle principal en augmentant la fluidité des membranes 
(Russell, 1997 ; Chintalapati et al., 2004).  
 Certaines protéines dites antigel ont la capacité de se lier aux cristaux de 
glace grâce à une grande surface et créaient de ce fait une hystérésis thermique qui 
permet d’abaisser la température à laquelle un microorganisme peut se développer 
(Jia et Davies, 2002). Les protéines antigel ont été récemment mises en évidence 
chez des bactéries issues de lacs de l’Antarctique (Gilbert et al., 2004).   
Le tréhalose et les exopolysaccharides pourraient également jouer un rôle important 
dans la cryoprotection des bactéries psychrophiles. Le tréhalose peut empêcher la 
dénaturation et l’agrégation des protéines (De Virgilio, 1994; Phadtare, 2004). Des 
exopolysaccharides ont été trouvés à concentration élevée chez des bactéries 
marines antarctiques (Mancuso Nichols et al., 2005a). Ils modifient l’environnement 
physico-chimique des cellules bactériennes, participent à la conservation de l’eau, 
favorisent la séquestration et les concentrations d’aliments, maintiennent et protègent 
les enzymes extracellulaires contre la dénaturation par le froid et agissent également 
en tant que cryoprotecteurs (Mancuso Nichols et al., 2005b). 
 L’effet le plus important des températures basses est celui exercé sur la 
vitesse des réactions chimiques, la plupart des réactions baissent exponentiellement 
avec la décroissance de la température (Siddiqui et al., 2004). Cependant, les 
bactéries psychrophiles produisent des enzymes adaptées au froid qui ont des 
activités spécifiques élevées à basses températures. L’hypothèse généralement 
acceptée pour cette adaptation au froid est la relation entre activité-stabilité-flexibilité, 
qui suggère que les enzymes psychrophiles augmentent la flexibilité de leur structure 
afin de compenser l’effet du froid (Johns et Somero, 2004).  
 La synthèse des protéines du stress thermique est l’une des principales 
réponses des microorganismes aux changements de température. Plusieurs 
protéines dites « cold shock » ont été trouvées chez des bactéries telles que 
Escherichia coli et Bacillus subtilis (Abee et Wounters, 1999 ; Panoff et al., 2000). 
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Ces protéines peuvent être indispensables à la survie des bactéries durant le choc 
au froid et peuvent même être impliquées dans la croissance des bactéries lors de 
conditions plus favorables. Ces protéines sont synthétisées de manière temporaire 
ou permanente selon la réduction de la température de croissance (Berry et 
Foegeding, 1997 ; Panoff et al., 1998 ; Phadtare et al., 1999).  
 Récemment, le dommage oxydatif a été impliqué comme un mécanisme qui 
contribue au dommage cellulaire pendant la congélation-décongélation puisqu’on 
peut prévoir un effet  oxydatif fort lors de la décongélation (Park et al., 1998). La 
résistance à ce dommage oxydatif est renforcée par l’action des superoxyde 
dismutases (SOD). Il a été montré que les SOD jouaient un rôle important dans la 
résistance aux dommages dus à la congélation-décongélation chez Campylobacter 
coli (Stead et Park, 2000).  
 L’effet de la congélation sur les bactéries peut varier entre les bactéries à 
Gram positif et les bactéries à Gram négatif. Lund (2000) a décrit la sensibilité de 
Staphylococcus aureus, à la congélation dans certaines matrices telles que le lait 
entier, le bœuf haché et le poulet. Généralement, quand un tel aliment a été congelé 
et stocké à une température entre -18°C et -22°C, une réduction logarithmique de 1 
de la population de S. aureus a été observée après un temps de stockage de 
plusieurs mois. Une autre étude a comparé la survie de S. aureus dans la viande de 
bœuf à 2 pH différents. S. aureus soumis à une répétition des cycles de congélation-
décongélation a montré un taux de survie plus faible à pH faible qu’à pH élevé 
(Demchick et al., 1982). Dans notre cas, les poissons n’ont pas été traités, le pH 
reste encore élevé, cela peut entraîner une plus forte résistance des bactéries à 
l’effet des cycles de congélation-décongélation.  
 Certaines espèces bactériennes à Gram négatif peuvent survivre 
convenablement dans les aliments surgelés selon la nature de la matrice des 
aliments et d’autres facteurs.  
 Actuellement, il est évident que certains types de Salmonelles, peuvent faire 
partie de la flore microbienne indigène en aquaculture tropicale. Il est bien établi que 
les oiseaux et les eaux d’égouts puissent propager des Salmonelles et d’autres 
microbes pathogènes humains dans l’environnement (Huss et al., 2000). Les 
espèces de Salmonella spp. sont connues pour leur tolérance à la congélation. 
Salmonella typhimurium est très stable sur des poissons congelés à -22°C et stockés 
à -17,9°C pendant plus d’un an, seulement 1 réduction logarithmique a été observée 
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(Raj et Liston, 1961). Salmonella typhimurium est également résistante à la 
congélation et au stockage à -20°C dans la viande de bœuf hachée, ainsi qu’à la 
répétition de cycles de congélation-décongélation pendant une période de 3 mois. La 
résistance de cette bactérie aux effets mortels de la répétition des cycles de 
congélation-décongélation est probablement due à l’effet protecteur des molécules 
complexes des aliments (Georgala and Hurst, 1963). Sur des ailes du poulet ayant 
subit un traitement de 5 répétitions de cycles de congélation-décongélation, peu de 
S. typhimurium ont survécu quand le processus a  été couplé avec un traitement par 
de l’acide lactique à 5% (Olson et al., 1981).  
 Lee et al. (1998) ont montré que Campylobacter jejuni est resté viable sur la 
peau de poulet stockée à -20°C et à -70°C pendant 14 et 56 jours, respectivement. 
Chan et al. (2001) ont étudié la résistance aux basses températures de diverses 
souches de C. jejuni prélevées dans une clinique et un élevage de volaille. Ces 
études ont montré qu’il y avait une variabilité substantielle parmi les souches de 
C. jejuni quant à leur résistance à la réfrigération à 4°C et à la congélation à -20°C.  
 Les espèces de Vibrio sont des pathogènes alimentaires majeurs. Un niveau 
élevé de Vibrio dans les produits de la mer est fonction d’une contamination de 
l’environnement aquatique. Vibrio parahaemolyticus est fréquemment isolé dans 
divers produits de la mer de différents pays (Wong et al., 1999 ; Gooch et al., 2002 ; 
Basti et al., 2006). Les espèces de Vibrio spp. sont très sensibles aux effets létaux 
de la congélation. La soumission des huîtres aux températures de congélation a 
causé une réduction logarithmique de la population microbienne de 2 à 5 selon la 
charge initiale et la température de stockage (Parker et al., 1994 ; Cook, 1997). Les 
études sur Vibrio parahemolyticus ont souligné l’importance de la charge initiale des 
bactéries sur la survie après congélation. Muntada-Garriga et al. (1995) ont prouvé 
qu’à la charge initiale de 107 CFU/mL dans les huitres, après une soumission à la 
congélation rapide puis stockage à -24°C, Vibrio parahemolyticus était viable après 
18 semaines de stockage, tandis qu’avec une charge initiale de 105 UFC/mL ou 
moins, aucun survivant ne pourrait être détecté.   
 Notre étude est cohérente avec le travail de Geiges (1996) qui a étudié la 
réduction de la population d’Escherichia coli dans différents milieux pendant les 
cycles répétés de congélation-décongélation et de stockage court à -22°C. Cette 
expérience a montré que la réduction varie selon le milieu utilisé. Après 4 cycles de 
congélation-décongélation et une durée de stockage de 4 semaines à -22°C, la 
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population initiale (1,65x107 UFC/mL) dans les différents milieux (H2O, NaCl 0,1%, 
saccharose 10% et lait entier) a diminué à 7,5x104 ; 1,7x105 ; 2,5x106 et 3,3x106 
respectivement.  
 Notre étude est également en accord avec celle de Sage et Ingham (1998) qui 
ont aussi montré l’effet de cycles de congélation/décongélation sur la survie d’E. coli 
sur la viande de bœuf. La congélation est réalisée à -20°C pendant 24h. La 
décongélation est réalisée selon plusieurs méthodes : 4°C pendant 12h ; 23°C 
pendant 3h ; ou chauffage microonde à 700W pendant 120 sec. Les auteurs ont 
montré qu’il y a une grande variété de sensibilité à la congélation - décongélation 
parmi les souches d’E. coli et qu’il n’y a pas de méthode de décongélation plus 
efficace pour détruire ces bactéries.  
 Notre étude utilise la congélation rapide qui peut créer moins de dommage 
aux cellules de bactéries que la congélation lente. Après la répétition des cycles de 
congélation-décongélation, une partie de la population microbienne est détruite à 
cause des effets du froid. Cependant, l’ADN peut persister et être retrouvé longtemps 
après que les microorganismes viables aient disparus  (Master et al., 1994 ; Deere et 
al., 1996) et on peut encore révéler leurs profils par PCR-DGGE. Le scenario décrit 
par plusieurs auteurs est le suivant : les bactéries mortes s’autolysent, et il en résulte 
une fragmentation de leur paroi membranaire, dégageant le contenu cytoplasmique, 
y compris l’ADN. Ensuite, l’ADN est dégradé par les nucléases telles que les DNAses 
(Bej et al., 1991 ; Palmen et Hellingwerf, 1995). La vitesse de dégradation de l’ADN 
dépend de la nature des échantillons et des conditions de stockage (Wolffs et al., 
2005). 
 Quoiqu’il en soit, après 15 cycles de congélation-décongélation, les souches 
ou les ADN de certaines bactéries sont fortement endommagés et leur révélation 
s’avère impossible par PCR-DGGE.  
 
III.3.3.3. Evolution des profils DGGE microbiens lors de transformation en 
filet de Pangasius dans une usine au Vietnam. 
 Nous avons montré que le profil de PCR DGGE de poissons était en relation 
avec les zones géographiques et les conditions d’élevage, ce qui répondait à notre 
hypothèse que les flores bactériennes des zones de productions permettaient le 
marquage d’origine des poissons. Or la plupart des poissons sont vendus 
transformés en filets congelés avant la distribution dans  les pays d’exportation. Cette 
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transformation est largement réalisée dans des unités locales de taille plus ou moins 
grandes dans des conditions qui peuvent modifier le marquage d’origine des 
poissons. Nous avons voulu savoir si le marquage d’origine est modifié/altéré ou non 
par les ateliers de transformation. 
 Au cours de cette étude, le rendement moyen de transformation en filet pour 
le poisson entier Pangasius est de 34% à 40%. Ce rendement est assez bas 
comparé à celui obtenu avec les salmonidés ou les cyprinidés ; en revanche, il est 
comparable aux rendements de filetage obtenus chez d’autres poissons-chats : 
Channel catfish Ictalurus punctatus : 36 à 37% ; poisson-chat africain Clarias 
gariepinus : 31 à 47% et poisson-chat européen Silurus glanis : 38 à 43% 
(Fauconneau et Laroche, 1995).  
 Les résultats de l’analyse par DGGE d’ADN bactérien extrait de poissons au 
cours de leur transformation en filets sont présentés dans la figure III.27. On peut 
constater une diminution du nombre de bandes au cours de transformation. De 
8 bandes présentes au début pour le poisson entier, il n’en reste que 3 pour les filets 
en fin de transformation. Aucune nouvelle bande n’apparaît sur le gel de DGGE pour 
les échantillons analysés lors du traitement. Il y donc un appauvrissement du 
marquage lors du traitement. Le séquençage des bandes présentes sur le gel de 
DGGE a permis d’identifier les souches présentes (Tableau III.2). Le tableau III.3. 
donne l’évolution de la présence de ces différentes souches bactériennes lors de la 
transformation.  
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Figure III.27. : Photo de gel DGGE d’ADN bactérien extrait de Pangasius lors de 
transformation en filet, dans une usine au Vietnam. 
 
 
Tableau III.2. : Noms des souches bactériennes détectées par PCR-DGGE au cours 
de la transformation de Pangasius en filet dans une usine au Vietnam. 
 
Bandes 
n° 
Identité des souches bactérienne 
selon GenBank 
Similarité* 
(%) 
N° 
d’accession
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
Enterobacter hormachei 
Pantoea agglomerans 
E. coli 
Pseudomonas  sp 
Pseudomonas aeruginosa 
Stenotrophomas maltophilia 
Burkholderia vietnamiensis 
Acinetobacter sp. 
95% 
96% 
97% 
96% 
90% 
96% 
98% 
97% 
EF428236 
DQ481474 
EU014689 
EU741649 
DQ768706 
EU834266 
U96929 
AM269521 
* : % de similarité avec la souche de référence (N° d’accession cité) 
F1 : réception, F2 : lavage, F3 : 
pesage, F4 : filetage ; F5 : 
pelage ; F6 : lavage ; F7 : 
pesage ; F8 : congélation ; F9 : 
emballage 
Les numéros dans les cadres 
indiquent les numéros de bandes 
séquencées listées dans le 
tableau III.2.  
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Tableau III.3. : Evolution de la présence des bactéries sur les filets de  
 Pangasius au cours de sa transformation. 
 
 Réception Lavage Pesage Filetage Pelage Lavage Pesage Congélation Emballage 
Enterobacter hormachei 
Pantoea agglomerans 
E. coli 
Pseudomonas  sp 
Pseudomonas aeruginosa 
Stenotrophomas 
maltophila 
Burkholderia 
vietnamiensis 
Acinetobacter sp. 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
 
+ 
 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
 
+ 
 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
 
+ 
 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
 
+ 
 
+ 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
 
- 
 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
 
- 
 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
 
- 
 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
 
- 
 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
 
- 
 
- 
+: présence 
-: absence 
 
 Sur les Pangasius, nous avons retrouvé des souches appartenant à des 
espèces déjà détectées sur les Pangasius vietnamien capturés dans 5 fermes de la 
région d’An Giang. La diversité des bactéries est  moindre ici ce qui s’explique par le 
fait que pour cet essai, nous avons travaillé avec de l’ADN extraits des filets de 
poissons non pelés alors que dans l’expérience précédente, nous avions étudié la 
population bactérienne d’un mélange de peau, d’ouïes et d’intestin. Malgré l’absence 
dans l’échantillon de morceaux d’intestins, la proportion de souches bactériennes 
entériques reste importante dont E coli. Les étapes de lavage et de pelage ont un 
effet majeur sur la disparition des marqueurs, puisque on ne retrouve plus que 3 
bandes sur 8 après ces étapes. Seules les bandes correspondantes à E. coli, 
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas sp. persistent en fin de traitement et sont 
détectées dans les filets congelés. La disparition des souches à la surface des filets 
peut être due au pelage des poissons mais aussi au traitement à l’eau de javel. L’eau 
de Javel fournit de l’hypochlorite de sodium qui dissous dans l’eau conduit à deux 
molécules : l’acide hypochlorite (HOCl) et le moins actif l’ion hypochlorite (OCl-). Ces 
deux substances formeront du chlore libre quand ils agissent ensemble, provoquant 
une désinfection efficace. Les membranes des cellules des microorganismes 
pathogènes sont négativement chargées naturellement. En tant que telles, elles 
peuvent être pénétrées par l’acide hypochlorite neutre, plutôt que par l’ion 
hypochlorite négativement chargé. Les deux substances pénètrent les membranes 
des cellules des microorganismes et échangent des atomes avec d’autres 
composés, tels que les enzymes. Lorsque l’enzyme vient en contact avec le chlore, 
un ou plusieurs atomes d’hydrogène de la molécule sont remplacés par le chlore. 
Ceci va modifier la structure entière de la molécule et dans la plupart des cas 
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provoquer sa dissociation ou sa désactivation. Lorsque les enzymes ne fonctionnent 
pas correctement, la bactérie meurt (McDonnell et Russell, 1999). Bien que le chlore 
fonctionne bien à température froide et tolère l’eau calcaire, l’efficacité du chlore est 
réduite si le pH de la solution est élevé (Huss, 2003).  
 L’hypochlorite de sodium est largement utilisé pour contrôler les 
microorganismes dans les usines halieutiques au Vietnam, ceci est dû à son faible 
coût, sa facilité d’application et sa capacité d’inactiver une grande variété de 
microorganismes. Cependant, ce système de désinfection a plusieurs inconvénients 
comme la corrosion, la formation de sous-produits dangereux et la découverte de 
microorganismes pathogènes relativement résistants au chlore (Greene et al., 1993).  
 L’efficacité d’un désinfectant est altérée par de nombreux facteurs. Les 
matières organiques et inorganiques peuvent concurrencer les bactéries réduisant 
l’action du désinfectant (Lambert et Johnston, 2001) ou peuvent former une barrière 
spatiale de sorte que les microorganismes soient protégés contre l’effet des 
désinfectants (Lambert et Johnston, 2001). Les autres facteurs qui peuvent 
influencer l’efficacité du désinfectant sont le temps de contact, la température et la 
concentration en désinfectant. La plupart des désinfectants sont formulés pour 
réduire la population bactérienne par au moins 5 réductions logarithmiques en 5 min 
de contact (Holah, 1995). Cependant, la relation entre le temps et l’efficacité dépend 
du type de microorganismes (Bessems, 1998) et de la température. Taylor et al. 
(1999) ont ainsi montré qu’à 20°C, 13 des 18 désinfectants testés étaient efficaces 
sur Pseudomonas aeruginosa, alors qu’à 10°C, seulement 11 désinfectants ont 
prouvé leur efficacité.  
 Le rapport entre la mort bactérienne et la concentration de désinfectant n’est 
pas linéaire, mais suit une courbe sigmoïdale biologique (Bessems, 1998). Tuncan 
(1993) a indiqué que l’efficacité du chlore sur Listeria sp. était augmentée quand la 
concentration est augmentée de 50 à 200 ppm. Cependant, dans le cas du l’usine où 
ont été réalisées nos expériences, il semble difficile d’augmenter la concentration en 
désinfectant actuelle (50 ppm) en raison du risque de retrouver des résidus dans les 
produits finis.   
 Concernant la pérennité de l’ADN de bonne qualité, il est reconnu que le 
mécanisme de destruction de l’ADN des bactéries par l’hypochlorite de sodium est 
probablement multifactoriel. Il a été montré que pendant le traitement, les bases et 
les nucléotides sont détruits, dans certains cas avec la formation de dérivés chlorés, 
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comme par exemple le 5-chlorocytidine (Hayatsu et al., 1971). Le résultat final est la 
déstabilisation et la destruction de la structure spirale de l’ADN. Prince et Andrus 
(1992) ont démontré qu’un agent de blanchiment commercial contenant de 
l’hypochlorite de sodium à 0,5% était suffisant pour éliminer des traces d’ADN dans 
un laboratoire de biologie moléculaire. Cependant, d’après Herman (1997), les 
cellules de Listeria monocytogenes restent détectables par la PCR après un 
traitement avec la même concentration d’hypochlorite de sodium. Ceci peut être 
expliqué par une protection de l’ADN par des structures intactes de la paroi 
bactérienne.  
 Les souches persistantes tout au long du traitement sont connues pour être 
sensibles à l’eau de javel et aussi aux désinfectants mais elles sont aussi capables 
de former des biofilms qui peuvent les abriter. Le pouvoir antibactérien de l’eau de 
javel dépend des conditions d’utilisation. L’eau de javel n’est efficace qu’en l’absence 
de traces de produits biologiques donc après un nettoyage efficace. Il est donc 
possible que ces souches résistent au nettoyage et à la désinfection et permettent 
malgré le faible nombre de bandes de marquer l’origine des poissons.  
 
 Les résultats de la PCR-DGGE de l’ADN extrait des prélèvements de la 
surface des équipements de l’usine au cours de transformation et après nettoyage et 
désinfection sont présentés dans la figure III.28. On observe que 7 bandes sont 
obtenues à partir des prélèvements réalisés sur les équipements utilisés en début de 
la transformation et que ce nombre diminue pour s’annuler pour les prélèvements 
réalisés sur la bande de convoyage. 
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Figure III.28. : Photo de gel DGGE d’ADN bactérien extrait des prélèvements 
réalisés sur les équipements de transformation. 
 
 
 
 A partir du gel de DGGE, les bandes observées ont été prélevées, amplifiées 
et séquencées pour identifier les souches présentes sur les équipements. L’identité 
des souches est donnée dans le tableau III.4.  
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lavage, S3 : panier de pesage, 
S4 : table de filetage, S5 : table de 
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B : au cours de transformation, A : 
après nettoyage et désinfection. 
Les numéros dans les cadres 
indiquent les numéros de bandes 
séquencés correspondant au 
tableau III.4  
E
. c
ol
i  
L.
pl
an
ta
ru
m
 
 S
1-
b 
 S
1-
a 
 S
2-
b 
 S
2-
a 
 S
3-
b 
 S
3-
a 
 S
4-
b 
 S
4-
a 
 S
5-
b 
 S
5-
a 
 S
6-
b 
 S
6-
a 
 S
7-
b 
 S
7-
a 
 S
8-
b 
 S
8-
a 
 E
. c
ol
i 
L.
 p
la
nt
ar
um
 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
Résultats et discussion 
 158
Tableau III.4. : Noms des souches bactériennes présentes sur la surface des 
équipements utilisés pour la production de filets de poissons-chats  
Pangasius au Vietnam. 
 
Bandes 
n° 
Identité des souches 
bactérienne selon GenBank 
Similarité* 
(%) 
N° 
d’accession 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
Enterobacter hormaechei 
Enterobacter agglomerans 
Escherichia coli 
Pseudomonas sp. 
Pseudomonas  aeruginosa 
Stenotrophomonas maltophilia 
Acinetobacter sp 
98% 
97% 
97% 
98% 
98% 
98% 
98% 
EF428236 
DQ481474 
EU014689 
EU741649 
DQ768706 
EU834266 
AM269521 
* : % de similarité avec la souche de référence (N° d’accession cité) 
 
 Le séquençage confirme que ces bandes correspondent à des souches 
proches de celles isolées des filets de poisson. Sur la table de réception, on retrouve 
les 7 souches appartenant aux mêmes espèces bactériennes que celles détectées 
sur les filets de poisson. L’espèce de B. vietnamiensis, détectée sur les filets, n’est 
pas retrouvée sur les équipements, ceci est peut être du à l’échantillonnage ou à la 
présence minoritaire de cette souche dont l’ADN n’est pas révélé par la PCR-DGGE. 
Le nombre de souches différentes sur les équipements diminue au cours de la 
transformation, comme sur le filet de poisson. La diversité bactérienne sur la surface 
de découpe et dans le bac de réception est moindre que celle des filets.  Le lavage 
et la désinfection de la surface après la transformation en filets réduisent donc le 
nombre de souches. Cependant, il reste encore après désinfection des bactéries 
telles que Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas sp. et E. coli. (Tableau III.5). 
  
Tableau III.5. : Evolution de la présence des bactéries à la surface des équipements de transformation  
au cours du filetage et après le nettoyage et la désinfection. 
 
Groupe Réception Table de  lavage Panier de pesage Table de filetage Table de pelage Table de  lavage Panier de pesage Bande du 
convoyeur 
 B A B A B A B A B A B A B A B A 
Enterobacter sp 
E. agglomerans 
Escherichia coli 
Pseudomonas sp 
P. aeruginosa 
S. maltophiila 
Acinetobacter sp.  
 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
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- 
- 
+ 
+ 
- 
- 
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- 
- 
- 
- 
- 
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B : au cours de la production 
A : après nettoyage et désinfection 
+: présence 
- : absence 
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1- Enterobacter 
3-E. Coli     
2- Enterobacter    
12-Enterobacter 
13-E. Coli      
14-Pseudomonas 
5-Pseudomonas 
16- Stenotrophomonas  
8-Acinetobacter  
6- Stenotrophomas 
15-Pseudomonas 
4-Pseudomonas  
17 - Acinetobacter 
7 - Burkholderia  
11 - Enterobacter    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III.29. : Dendrogramme de comparaison des séquences de toutes les bandes 
présentes sur les gels de DGGE réalisés avec les échantillons de filets de Pangasius 
ou des prélèvements de surface des équipements  
(1 à 8 : DGGE filets, 11 à 17 DGGE prélèvements de surface). 
 
 Dans les industries agroalimentaires, la contamination des aliments par des 
microorganismes peuvent avoir différentes origines parmi lesquelles on peut citer 
l’air, l’eau, le personnel et les surfaces de travail. La qualité microbiologique de l’air et 
de l’eau ainsi que l’hygiène du personnel pouvant être maîtrisées, la contamination 
des produits se fait essentiellement par l’intermédiaire des surfaces (Garry et al., 
1995). L’adhésion des micro-organismes aux surfaces métalliques est un 
phénomène physico-chimique, fréquemment rencontré en industries 
agroalimentaires (Boulange-Petermann et al., 1995). Les microorganismes des 
surfaces peuvent être transférés au produit alimentaire directement par contact ou 
par des vecteurs tels que le personnel, les parasites, ou les procédures de nettoyage 
(Mafu et al., 1990 ; Blackman et Frank, 1996 ; Miettinen et al., 1999).  Certaines 
bactéries pathogènes ou d’altération peuvent adhérer aux surfaces en contact avec 
l’aliment (Fonnesbech Vogel et al., 2001) et rester viables même après le nettoyage 
et la désinfection (Frank et Koffi, 1990). Certaines de ces bactéries produisent des 
exopolymères, matériau de base de nombreux biofilms, qui peuvent faciliter la 
préservation des bactéries pathogènes à la surface des matériaux (Sasahara et 
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Zottola, 1993). La majorité des études sur la biodiversité des flores microbiennes 
dans les ateliers agro-alimentaires se concentre sur des bactéries pathogènes 
spécifiques comme Listeria monocytogenes (Destro et al., 1996 ; Giovannacci et al., 
1999), ou des bactéries d’altération comme Pseudomonas spp (Michiels et al., 1997). 
Pendant le processus industriel, les Pangasius sont éviscérés, pelés, filetés, 
congelés et emballés. Ces étapes de transformation peuvent propager la flore 
microbienne de la peau et de l’intestin sur les surfaces de travail, et ainsi contaminer 
les produits transformés tels que les filets de poissons. La peau des poissons-chats 
est une source importante de contamination bactérienne pendant le traitement (Kim 
et Marshall, 2000). Andrew et al. (1977) ont rapporté que des souches de 
Salmonelles ou appartenant au genre Erwrdasiella ont été isolées des filets de 
poissons-chats vendus au détail. D’autres bactéries pathogènes, telles que 
L. monocytogenes, Aeromonas hydrophila ont été également isolées de filets (Wang 
et Silva, 1999) et sur des équipements de transformation de poissons-chats (Cotton 
et Marshall, 1998).  
 La contamination microbienne des surfaces en acier inoxydable a déjà fait 
l’objet de plusieurs études. L’adhésion bactérienne aux surfaces métalliques est peut 
être due à l’hydrophobicité de la surface bactérienne (Little et al., 1986 ; Vanhaecke 
et al., 1990) et des polysaccharides associés à la paroi bactérienne (Herald et 
Zottola, 1988) ainsi qu’à des effets de mouillabilité de la surface solide (Boulange-
Petermann et al., 1993). Plus particulièrement, sur les surfaces en acier inoxydable, 
les solutions chlorées utilisées pour le nettoyage induiraient des changements sur la 
surface bactérienne, ce qui modifierait les mécanismes d’adhésion (Stanley, 1983 ; 
Vanhaecke et al., 1990).  
 L’usine vietnamienne utilise une procédure de nettoyage avec un désinfectant 
à basse pression suivi d’une désinfection avec une solution d’hypochlorite de sodium 
à 200 ppm. Cependant, l’effet du lavage des différents matériels n’est pas aussi 
évident que l’on pourrait le penser et certaines espèces persistent et sont retrouvées 
comme Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas spp et. E. coli, qui sont des 
bactéries à Gram négatif. Notre résultat est en accord avec le travail de 
Guðbjörnsdóttir et al. (2005) qui ont trouvé dans une usine de transformation de filets 
de poissons que les espèces dominantes attachées à la surface des matériaux 
étaient des Entérobactéries et des Pseudomonas sp. Bagge-Ravn et al. (2003) ont 
également montré que la majorité des bactéries qui restent à la surface après le 
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nettoyage et la désinfection étaient les bactéries à Gram négatif. Les espèces 
dominantes sont des Pseudomonas spp., Neisseriaceae et Acinetobacter spp. 
 Les Pseudomonas spp. sont généralement identifiées comme un contaminant 
fréquent des surfaces métalliques (Mayer et Zinner, 1985 ; Costerton et al., 1987).  
Les Pseudomonas spp sont résistantes au stress du aux désinfectants (Anderson et 
al., 1990; Grobe et al., 2001; Wirtanen et al., 2001). Elles peuvent adhérer facilement 
à la surface des matériaux et former des biofilms (Kharazmi et al., 1999; Heydron et 
al., 2000). Stanley (1983) a aussi étudié la fixation irréversible de Pseudomonas 
aeruginosa à la surface de l’acier. Il a trouvé que lorsqu’elles viennent en contact 
avec de l’acier, les cellules commencent à adhérer en moins de 1 min et le nombre 
augmente avec le temps. L’hydrophobicité de la surface bactérienne est à l’origine 
du phénomène (Stanley, 1983 ; Vanhaecke et al., 1990).   
 E. coli est souvent résistante à la  procédure de traitement (Craun, 1991). Elle 
peut également résister au traitement à l’eau chlorée (Dukan et Touati, 1996 ; 
Momba et al., 1999). La capacité d’adhésion à la surface de l’acier inoxydable d’E. 
coli a été montré par Faille et al. (2002). Ils ont trouvé que E. coli peut former un 
biofilm pour résister à la procédure de nettoyage. Il y a également dans le 
cytoplasme d’E. coli des protéines responsables de la  formation des flagelles 
(Landini and Zehnder, 2002) et de la formation des pilis (poils) qui permettent 
l’adhésion lors d’un changement de l’environnement (Leathart et Gally, 1998). 
L’adhésion par les pilis permet aux bactéries de se déplacer et d’adhérer à la surface 
(Peek et al., 2001), tandis que la fixation par les flagelles est impliquée au début de 
l’adhésion des cellules mais ne semble pas être indispensable ensuite 
(Vatanyoopaisarn et al., 2000). 
 Une autre raison expliquant l’inefficacité du désinfectant est la présence de la 
matière grasse. Le Pangasius est un poisson gras et on observe toujours au cours 
de sa transformation une couche de matière grasse à la surface des matériaux 
pouvant protéger spatialement les cellules bactériennes. Taylor et al. (1999) ont 
également montré que sous de mauvaises conditions sanitaires, l’hypochlorite de 
sodium à 500 ppm n’est pas assez efficace pour désinfecter P. aeruginosa et E. coli. 
Bessems (1998) montre également que l’utilisation de désinfectant peut être réduite 
si les conditions sanitaires sont meilleures. A partir de nos résultats, on pourrait 
conseiller de réaliser correctement le nettoyage de la graisse et ainsi favoriser 
l’efficacité de l’hypochlorite de sodium.  
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 Dans notre étude, ce type de contamination est possible mais on peut penser 
que la PCR-DGGE ne soit pas assez sensible pour les détecter. La limite de 
détection de cette méthode est dépendante des espèces considérées et oscille entre 
102-105 UFC/mL (Temmerman et al., 2003 ; Fasoli et al., 2005 ; Silvestri et al., 2007). 
Dans une étude sur la flore de détérioration du flétan au cours de la conservation, 
Hovda et al. (2007a) ont montré que la PCR-DGGE permet de détecter la population 
bactérienne au niveau de 101,3 UFC/g. Plusieurs études différentes ont montré que 
les populations bactériennes qui composent 1% ou plus de la communauté totale 
peuvent être détectées par PCR-DGGE (Muyzer et al., 1993 ; Murray et al., 1993).  
Quoiqu’il en soit, la figure III.29 montre le dendrogramme réalisé en comparant les 
séquences de chacun des produits de la PCR qui constituent les bandes du gel de 
DGGE pour les filets de poissons et pour les surfaces des équipements de l’usine. 
Les séquences sont très proches et laissent penser qu’il s’agit des mêmes souches 
ou de souches très proches. La réamplification des bandes découpées sur le gel de 
DGGE et la précision du séquençage pourrait expliquer ces faibles différences.  Ces 
résultats nous permettent de dire qu’il n’y a pas apparition d’un marquage propre aux 
opérations de filetage dans l’usine et que le marquage initial de la ferme n’est pas 
masqué par un marquage usine. Ceci est certainement du aux bonnes pratiques 
industrielles de cette usine d’un point de vue sanitaire. 
 
III.3. Etudes sur la diversité des souches Pseudomonas au Vietnam 
 Dans l’étude précédente sur la communauté bactérienne présente sur les 
filets de Pangasius et à la surface des équipements de transformation dans l’usine 
vietnamienne, nous avons noté que les souches de Pseudomonas étaient 
résistantes aux traitements et pouvaient persister sur les produits finis et à la surface 
des matériaux. Ces résultats nous ont laissé penser que la caractérisation des seules 
populations de Pseudomonas pourrait être utilisée comme marquage d’origine 
géographique au lieu d’explorer l’ensemble des bactéries présentes sur les poissons. 
La validation de cette hypothèse repose sur la présence de nombreuses souches de 
Pseudomonas diverses. Cette analyse de la diversité des souches de Pseudomonas 
viables cultivables sur 25 souches isolées de l’environnement d’élevage et aussi sur 
des poissons Pangasius a été réalisée. Deux autres souches ont été isolées à partir 
des filets de poisson à l’usine que l’on a appelé FP 1 et FP 2. Pour l’ensemble des 
souches isolées, une identification classique a été réalisée. C’est un total de 
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27 souches de Pseudomonas qui ont donc été analysées par Rep-PCR en utilisant 
une amorce BOX-A1R. La reproductibilité des profils de Rep-PCR a été évaluée par 
la répétition de la PCR pour chaque souche en utilisant 2 colonies indépendantes.   
 Dans cette étude, nous avons utilisé l’amorce BOX-A1R qui était décrite pour 
la comparaison des souches de P. aeruginosa isolées chez les patients atteints de 
mucoviscidose avec une haute reproductibilité et un haut pouvoir discriminatoire 
(Syrmis et al., 2004). De plus, Dombek et al. (2000) ont comparé la capacité de la 
REP-PCR et de la BOX-PCR pour distinguer des isolats d’E. coli de 7 sources 
différentes (humain, canard, oie, poulet, porc, mouton et vache) et ont conclu que la 
discrimination de la BOX-PCR est supérieure à celle de la REP-PCR. McLellan et al. 
(2003) ont montré que la REP-PCR et la ERIC-PCR produisent des résultats 
comparables, mais non identiques pour les groupements de dendrogramme des 
isolats d’E. coli à partir de 4 groupes (humain, chien, mouette et bétail).  
 Traditionnellement, les études de la diversité des Pseudomonas sont 
généralement basées sur l’isolement des souches et de leur caractérisation par des 
approches phénotypiques. Ces méthodes de phénotypage sont souvent utilisées 
pour classer les souches selon des profils biochimiques, morphologiques et aux 
tolérances environnementales (Cho et Tiedje, 2000 ; Tarnawski et al., 2003). 
Cependant, la reproductibilité des méthodes basées sur le phénotype est faible (Pitt, 
1988). De plus, à cause de la nature diversifiée du phénotype de Pseudomonas, ces 
méthodes ne sont pas suffisamment discriminatoires pour identifier les souches 
génétiquement similaires (Freitas et Barth, 2004). L’insuffisance du phénotypage a 
été rapportée lors de la détection précoce de l’infection chronique par P. aeruginosa. 
Elle présentait en effet un retard de 4,5 mois par rapport à la détection moléculaire 
(Xu et al., 2004).  
 Dans ce contexte, les approches moléculaires offrent une alternative 
prometteuse pour le typage des souches Pseudomonas. Ces méthodes basées sur 
l’analyse de l’ADN génomique, peuvent être divisées en 2 groupes : le premier 
groupe est basé sur la technologie d’amplification de l’ADN par la PCR, incluant la 
méthode de Random-Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (Mahenthiralingham et al., 
1996 ; Campbell et al., 2000), la méthode de Repetitive Element-based PCR 
(Rep-PCR) (Syrmis et al., 2004) et la méthode de MultiLocus-Sequence Typing 
(MLST) (Curran et al., 2004 ; Vernez et al., 2005). Le second groupe est basé sur la 
non-amplification de l’acide nucléique : la méthode de Pulsed-Field Gel 
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Electrophoresis (PFGE) (Grundman et al., 1995 ; Romling et Tummler, 2000), la 
méthode de Restriction Fragment-Length Polymorphism (RFLP) (Olge et al., 1987 ; 
Loutit et Tompkins, 1991). Les méthodes basées sur l’ADN possèdent un pouvoir 
discriminatoire suffisant pour distinguer les isolats génétiquement semblables, mais 
qui possèdent différents phénotypes (Hafiane et Ravaoarinoro, 2008).  
 Parmi les méthodes de génotypage, nous avons choisi la Rep-RCR pour 
étudier la diversité des Pseudomonas au Vietnam. Cette méthode est souvent 
utilisée pour identifier le génotype des procaryotes. Elle est analogue à la méthode 
RAPD dont elle diffère par les amorces qui ciblent des séquences connues de l’ADN 
qui sont conservées et répétitives dans le génome bactérien (Versalovic et al., 1991). 
La Rep-PCR a été utilisée avec succès pour différencier des souches bactériennes 
de même genre, telles que Frankia (Murry et al., 1995), Legionella (Georghiou et al., 
1994), Xanthomonas et Pseudomonas (Lows et al., 1994). En outre, des études sur 
la Rep-PCR ont montré un pouvoir discriminatoire supérieur à celui d’autres 
méthodes de typage, comme la RAPD-PCR et le ribotypage (Olive et Bean, 1999). 
Ainsi, les résultats du typage par cette méthode s’avèrent en corrélation avec ceux 
de la PFGE, mais avec un pouvoir discriminatoire légèrement plus faible (Wu et 
Della-Latta, 2002). La Rep-PCR est peu coûteuse et rapide. Cependant, 
l’inconvénient principal de cette méthode est que tout le polymorphisme génétique 
est limité à un lieu spécifique du génome bactérien, ce qui peut diminuer le pouvoir 
discriminatoire.  
 On peut constater sur la Figure III.30 que les profils générés par les 
27 souches de Pseudomonas sont très clairs et peuvent permettre de discriminer les 
souches entre elles. La différence dans l’intensité des bandes peut être due à la 
différence de la quantité d’ADN des cellules ajoutées au mélange de PCR. Le profil 
d’une même souche répété 2 fois sur le gel est très similaire. Cela peut donner une 
idée sur la bonne reproductibilité de la Rep-PCR. Le nombre des bandes par profils 
varient de 10 à 20 et la taille des amplicons varie de 250 bp jusqu’à 6000 bp. 
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Figure III.30. : Photos de gels d’agarose des produits de Rep-PCR des souches de 
Pseudomonas isolées de l’environnement d’élevage, des poissons Pangasius de 
3 districts différents de la région d’An Giang au Vietnam. 
 
AP : district d’An Phu ; CP : district de Chau Phu ; CD : district de Chau Doc. 
FP : filet de Pangasius à l’usine. 
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 Tous les profils de Rep-PCR obtenus ont été numérisés et analysés par le 
logiciel GelCompar (version 4.0, Applied Maths, Kortrijk, Belgium). La comparaison 
de tous les profils est représentée sous forme de dendrogrammes dans lesquels il 
est possible d’observer la plus ou moins grande similarité entre deux profils. On 
observe ainsi, que des profils obtenus avec la même souche mais lors 
d’amplifications indépendantes sont très souvent similaires à 100% et quand ce n’est 
pas le cas la dissimilarité est voisine de 5% mais peut aller jusqu’à 25%.  
 Sur le gel, les marqueurs de taille des amplicons, en principe identiques, 
présentent une similarité de 55% qui peut indiquer la limite de l’analyse réalisée. A 
55% de similarité, il est possible de classer les profils des 27 souches en 7 grands 
groupes (Figure III.31). Dans chaque groupe, nous avons choisi 2 ou 3 souches 
selon leur niveau de similarité pour les séquencer en faisant l’hypothèse que les 
autres souches du même groupe étaient identiques, pour éviter le séquençage 
couteux du gène de l’ARNr 16s de 27 souches. Les 16 souches choisies pour le 
séquençage du gène de l’ARNr 16s sont entourées sur la Figure III.31.  
 
 
  
 
Figure III.31. : Dendrogramme des profils Rep-PCR générés par l’amorce BOX des Pseudomonas isolés de l’environnement d’élevage et des poissons 
Pangasius de 3 districts différents de la province d’An Giang au Vietnam 
AP : district d’An Phu ; CP : district de Chau Phu ; CD : district de Chau Doc, FP : filet de poissons Pangasius à l’usine ; marq : marqueur de taille 1 kb 
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Tableau III.6. : Identité des 16 souches présumées être des Pseudomonas isolées 
de fermes, de poisson entier ou de filet de Pangasius au Vietnam. 
 
 
Souche Identité des souches  selon 
GenBank  
Similarité* 
(%) 
No d’accession 
AP1 
AP2 
AP7 
CD3 
CD8 
FP1 
CD1 
CP8 
CD7 
FP2 
CP2 
AP5 
CD5 
CP5 
AP8 
CP3 
Burkholderia vietnamiensis 
Burkholderia vietnamiensis 
Pseudomonas nitroreducens 
Pseudomonas nitroreducens 
Pseudomonas putida 
Pseudomonas putida 
Pseudomonas putida 
Pseudomonas putida 
Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas sp 
Pseudomonas fluorescens 
Pseudomonas fluorescens 
Pseudomonas sp 
Pseudomonas sp 
Pseudomonas sp 
99% 
99% 
100% 
97% 
99% 
100% 
99% 
98% 
98% 
99% 
95% 
97% 
97% 
97% 
98% 
99% 
U96929 
U96928 
AJ550469 
EU878240 
DQ481475 
EU697431 
EF615008 
EF615007 
EF530572 
AJ565925 
EU590648 
EF178447 
EU352763 
AY936495 
AJ973277 
EU741649 
* : % de similarité avec la souche de référence (N° d’accession cité) 
 
 Le séquençage partiel de l’ADNr 16S a été utilisé pour identifier les 
Pseudomonas isolés de l’environnement d’élevage et des Pangasius du delta du 
Mékong au Vietnam. Nous avons utilisé les couples d’amorces MM3-P13 pour 
amplifier un fragment d’environ 1000 bp recouvrant environ 70% de la séquence du 
gène codant pour l’ADNr 16S (Ferroni et al., 2003).  
 Le séquençage a permis l’identification des Pseudomonas du delta du 
Mékong au Vietnam. La plupart des bactéries ont été identifiées jusqu’au stade de 
l’espèce, pour d’autres, seule l’appartenance au genre est vérifiée. Il reste cependant 
encore des espèces qui ne sont pas identifiées par un nom précis. Ce sont peut être 
de nouvelles souches appartenant au genre Pseudomonas avec des séquences non 
répertoriées dans Genbank. Il est possible aussi que le fragment d’ADN amplifié n’ait 
pas une taille suffisante pour une identification fine de ces souches. 
 Certaines espèces de Pseudomonas obtenues par séquençage sont celles 
que nous avions identifiées à partir des gels de DGGE, mais le séquençage donne 
plus de précision. Nous avons identifié les espèces associées aux filets de 
Pangasius qui sont Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas putida.  
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 Les Pseudomonas sont des bactéries ubiquitaires que l’on rencontre dans les 
sols, les aliments, les eaux douces et marines. Ils comprennent un grand nombre de 
« vraies » espèces Pseudomonas aussi bien que quelques espèces autrefois 
classifiées dans ce genre (Tripathy et al., 2007).  
 Le genre Burkholderia a fait partie du groupe Pseudomonas jusqu’à ce qu’en 
1992, Yabuchi et al. (1992), en se basant sur les homologies ADN-ADN, sur la 
composition des lipides et des acides gras, ont transféré 7 espèces du groupe 
Pseudomonas dans un nouveau genre, le genre Burkholderia. Il n’est pas étonnant 
d’avoir identifié ces souches comme appartenant au genre Pseudomonas par les 
méthodes classiques. Il est intéressant de retrouver ici la souche de Burkholderia 
vietnamiensis qui est une protéobactérie fixatrice d’azote de la rhizosphère du riz 
isolée des sols sulfatés acides au Vietnam (Tran Van et al., 1996). 
 P. Putida est une bactérie pathogène opportuniste responsable de diarrhée, 
d’infection de l’appareil urinaire et d’infection nosocomiale (Ladhani et Bhutta, 1998 ; 
Lombardi et al., 2002). Bien que P. putida ait été associé aux infections cliniques, 
elle n’est pas une bactérie pathogène commune en aquaculture. Elle a été isolée 
chez le ayu (sweetfish) (Plecoglossus altivelis) par Wakabayashi et al. (1996) et chez 
la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) par Altinok et al. (2006). P. putida est une 
bactérie à croissance rapide qui peut être trouvée dans le sol ou l’eau où l’oxygène 
est bien présent (Lemanceau, 1992). P. putida est intrinsèquement résistante à une 
large gamme d’antibiotiques communs, tels que le chloramphénicol, l’ampicilline, 
l’érythromycine, la tétracycline et la streptomycine (Altinok et al., 2006). Ceci 
explique que l’on puisse trouver un grande nombre de P. putida dans des fermes 
d’élevage au Vietnam, où l’utilisation des antibiotiques est abusive (Sarter et al., 
2007).   
 P. fluorescens est également une espèce aérobie omniprésente qui est 
principalement trouvée dans l’environnement comme dans le sol ou l’eau douce. En 
aquaculture, certaines souches de P. fluorescens peuvent être considérées comme 
pathogènes lors d’infection de la peau, des ouïes et des intestins des poissons 
(Dalsgaard et Madsen, 2000). D’autre part, P. fluorescens est employé en tant 
qu’agent de bio-contrôle pour protéger des plantes contres des maladies 
bactériennes ou fongiques (Khalequzzaman et al., 2002 ; Abo-Elyousr et 
El-Hendawy, 2008). Dans l’eau polluée, P. fluorescens peut dégrader des résidus 
chimiques tels que les pesticides ou les  métaux lourds (Wasi et al., 2007).  
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 Pseudomonas aeruginosa est considéré comme une espèce type des 
Pseudomonas. P. aeruginosa est une bactérie aquaphile. On l’isole des eaux de 
toutes provenances : eaux de rivières, d’égouts, de mer, eau potable,… En santé 
publique, P. aeruginosa est un pathogène opportuniste, il est peu virulent pour les 
sujets en bonne santé mais très pathogène pour les sujets immunodéprimés. Il peut 
être impliqué dans des infections communautaires et c’est l’une des bactéries les 
plus fréquemment isolée lors d’infections nosocomiales (Cross et al., 1983). En 
aquaculture, P. aeruginosa est souvent associé au  poisson (Cahill, 1990) et a été 
isolé de la peau, des ouïes et de l’intestin (Trust et Sparrow, 1974). P. aeruginosa 
présente une résistance naturelle à de nombreux antibiotiques et développent au 
cours du temps une résistance acquise (Kim et Wei, 2006).  
 La figure III.32. est le dendrogramme de la  comparaison des séquences des 
16 souches séquencées. 
 
 
Figure III.32. : Dendrogramme de comparaison des séquences du gène de l’ARNr 
16s de 16 souches présumées être des Pseudomonas isolés de Pangasius 
d’élevage ou de leur environnement au Vietnam. 
 
 Il est important de constater que les 16 souches diffèrent par leurs séquences 
amplifiées montrant en cela une diversité des souches importante et donc la 
potentialité de les utiliser pour marquer l’origine des poissons.  
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CONCLUSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 
 L’objectif principal de ce travail de thèse s’inscrivait dans une démarche de 
validation de la technique optimisée de PCR-DGGE pour tenter de relier les profils 
bactériens aux origines géographiques des poissons. Nous avons ensuite étudié la 
pérennité de ces marqueurs bactériens au cours de la saison ainsi qu’au cours des 
traitements de transformation au niveau pilote semi industriel et au niveau usine.    
 Pour atteindre cet objectif, nous avons travaillé avec des poissons d’espèces 
différentes qui venaient de sites différents dans des pays différents : le bar 
d’aquaculture de Montpellier, de Sète, de Gravelines et de Beauvois sur Mer 
(France) ; les poissons-chats Pangasius venant de 5 districts de la région d’An Giang 
au Vietnam et les poissons-chats Pangasius venant de la région de Phnom Penh et 
de Siem Reap au Cambodge.  
 La première étape de ce travail a été d’explorer la variabilité de la méthode sur 
des répétitions d’extraction d’ADN, d’amplification et de DGGE. Nous avons montré 
que deux bandes qui diffèrent par leur distance relative de migration de 0,9% 
peuvent être considérées comme à même distance au risque de 5%. 
 L’analyse des flores bactériennes de ces poissons par PCR-DGGE a montré 
que les profils électrophorétiques obtenus permettaient de différencier des poissons 
de lieux d’élevage différents. Les profils obtenus avec des poissons élevés dans un 
même aquarium ou un même étang ont toujours été très proches voire même 
identiques. Dans le cas particulier des poissons-chats du Vietnam, malgré que l’on 
ait pu constater une dissimilarité des profils dans des étangs différents de la même 
région, on obtient globalement quand on les compare avec des poissons provenant 
d’autres régions, que les poissons d’une même région se regroupent statistiquement. 
Les poissons asiatiques sont ainsi bien différenciés des poissons européens. La 
méthode s’est avérée extrêmement précise puisque pour une même espèce de 
poisson (le bar) élevé dans 2 aquariums similaires avec la même eau mais avec un 
circuit d’eau différent, l’environnement est suffisamment différent pour que les profils 
DGGE diffèrent significativement. Nous avons ainsi montré que les poissons péchés 
en mer ont un profil bactérien variable alors que la même espèce élevée en 
aquarium obtient un profil similaire pour tous les poissons, ce qui donne le potentiel 
de cette technique pour différencier des poissons d’aquaculture et des poissons 
péchés en mer.  
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 Nous avons aussi prouvé que les profils DGGE de l’ADN bactérien extrait des 
poissons ou de l’eau dans un même étang sont étroitement similaires. Ceci confirme 
notre hypothèse de départ concernant le fait que l’environnement influence 
directement la diversité des flores bactériennes des poissons. Ces résultats 
concordent avec d’autres études qui ont prouvé la relation directe qui existe entre les 
flores aquatiques et les bactéries commensales des poissons (De Sousa et Silva-
Sousa, 2001 ; Al-Harbi et Uddin, 2003).  
 Le séquençage des bandes extraites des gels de DGGE nous a permis 
d’identifier les souches bactériennes dominantes des poissons-chats. Les résultats 
obtenus sont en accord avec ceux d’autres auteurs qui ont montré la prédominance 
des bactéries à Gram négatif chez les poissons-chats Pangasius du Vietnam 
(Ratanaporn, 2005 ; Huy et al., 2007). Les bactéries des poissons-chats 
appartiennent aux genres Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Aeromonas, 
Acinetobacter, Pseudomonas, Burkholderia, Stenotrophomonas, Lactoccocus, 
Staphylococcus et Enteroccus. Au total, 15 souches ont été identifiées par 
séquençage sur des poissons-chats Pangasius.  
 La pérennité des marqueurs bactériens au cours de la saison a été confirmée, 
même si une légère différence a été observée entre la saison des pluies et la saison 
sèche. La discrimination est restée possible malgré le changement de saison. Les 
poissons capturés dans le même site présentant des profils plus proches entre eux 
quelle que soit la saison qu’entre les profils de deux poissons de deux sites 
différents.  
Les traitements de transformation tels que le séchage et le marinage peuvent avoir 
une forte influence sur la communauté bactérienne des poissons. La différence 
observée entre les profils bactériens avant et après ces deux traitements a montré 
leurs effets destructifs, en relation avec leur effet connu sur la destruction des flores 
microbiennes ainsi que sur celle de  la molécule d’ADN.  
Les techniques de stabilisation par le froid telles que la congélation ou la réfrigération 
ne modifient pas fortement les profils DGGE des extraits d’ADN bactériens des 
poissons. Après 3 semaines de stockage à -20°C, on retrouve en effet le même profil 
DGGE entre les filets de poissons frais et les filets congelés. Cependant, après 
2 semaines de stockage à 4°C, une légère différence entre les profils DGGE a été 
observée entre les filets de poissons frais et ceux des poissons réfrigérés permettant 
d’émettre l’hypothèse que certaines bactéries psychrophiles peuvent se développer 
Conclusion générale 
 174
pendant la réfrigération. Nous avons également étudié la stabilité des profils DGGE 
de poissons lors de congélations et décongélations successives, événements qui 
peuvent survenir lors de la rupture de la chaîne du froid pendant le stockage et le 
transport. Après 10 cycles de congélation-décongélation, les mêmes profils DGGE 
ont été observés. Ces résultats confirment la possibilité d’utiliser les marqueurs 
bactériens comme marqueurs d’origine géographique pour les poissons importés 
entiers ou en filets à l’état congelé. Nous avons vérifié ces résultats sur la 
persistance des marqueurs bactériens au cours des traitements technologiques au 
niveau industriel dans une usine de transformation en filets des poissons-chats 
Pangasius qui est la principale forme d’exportation de poissons élevés au Vietnam. 
 Des analyses de PCR-DGGE sur les filets de poissons tout au long du 
processus industriel de production de filets congelés a permis de montrer que le 
profil DGGE des poissons entre le produit initial et le produit fini était différent mais 
conservait suffisamment d’informations pour discriminer l’origine.  
 Au cours de cette étude, nous avons pu montrer que l’environnement 
industriel n’était la source d’aucun nouveau marquage d’origine propre au site 
industriel. Les profils DGGE obtenus à partir des filets de poissons et ceux des 
prélèvements de l’environnement montrent la présence de flores microbiennes très 
proches avec une diversité des souches qui s’appauvrit tout au long du processus de 
fabrication. Par contre aucune bande nouvelle propre à l’environnement n’apparaît, 
signe, soit de bonnes pratiques de fabrication respectant les règles d’hygiène dans 
cette usine vietnamienne, soit que le niveau de populations des éventuelles 
contaminations de l’environnement ne permet pas une bonne extraction et une 
bonne amplification lors de la PCR-DGGE.  
 Le séquençage a permis d’identifier de nombreuses souches de 
Pseudomonas dont la présence est pérenne tout au long du processus de production 
et de transformation. Cela nous a donné l’idée d’étudier la diversité des 
Pseudomonas du delta du Mékong, lieu d’élevage le plus important des 
poissons-chats Pangasius pour savoir si la caractérisation des souches bactériennes 
appartenant au genre Pseudomonas pourait servir de marqueur d’origine au lieu 
d’explorer l’ensemble des flores bactériennes présentes sur les poissons. Au total, 
27 souches présumées de Pseudomonas ont été isolées à partir des poissons-chats 
et aussi de l’environnement d’élevage de ces poissons. Après analyse statistique des 
profils générés par Rep-PCR, les souches ont pu être classées en 7 grands groupes. 
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 16 souches ont été identifiées après séquençage jusqu’au stade de l’espèce, il 
s’agit de P. putia, P. aeruginosa, P. fluorescens, P. nitroreducens et Burkholderia 
vietnamiensis, anciennement classée comme Pseudomonas (Yabuchi et al., 1992).  
Ceci étant, ces 16 souches présentent des séquences du gène de l’ARNr 16S 
suffisamment différentes pour laisser penser que le genre Pseudomonas pourrait à 
lui seul permettre la détermination d’origine à condition de disposer d’amorces de 
PCR propres à amplifier spécifiquement les souches appartenant à ce genre ou tout 
autre méthode moléculaire capable de caractériser finement les souches isolées.  
Si globalement, la méthode développée ici permet de différencier des poissons 
d’origines différentes, son utilisation pour déterminer l’origine d’un poisson nécessite 
la création d’une banque de données riche des profils de PCR-DGGE de nombreux 
poissons d’origine certifiée mais aussi d’un logiciel permettant la comparaison 
statistique de ces profils. Cela suppose des contraintes importantes. Il faudrait que 
cette banque de données soit souvent mise à jour et contienne des informations 
concernant les facteurs qui peuvent influencer les marqueurs : espèce de poissons, 
pratique d’élevage, incidence de l’utilisation d’antibiotiques…  
 
 A l’issue d’un tel travail de thèse, il reste toujours des insatisfactions et 
plusieurs points auraient mérité être soumis à investigation, ce qui nous permet de 
présenter quelques perspectives pour la suite des études à mener : 
? l’observation de l’effet saisonnier sur la pérennité des marqueurs sur au moins 3 
années consécutives ;  
? la réalisation d’études sur 2 espèces de poissons élevées dans une même ferme 
pour valider l’effet environnemental versus l’effet espèce ; 
? la création d’une base des données contenant les profils DGGE de poissons 
élevés ou capturés dans  des régions différentes. Cette banque serait associée à 
un logiciel de traitement d’image et d’analyses statistiques pour la comparaison 
des profils, 
? la confirmation que les Pseudomonas sont de bons marqueurs d’origine puis la 
caractérisation fine par des techniques moléculaires. 
 
 Cette méthode est maintenant appliquée en routine en laboratoire et a déjà 
permis de produire d’excellents résultats sur d’autres aliments comme les fruits par 
exemple (Le Nguyen et al., 2008b). L’idée initiale (environnement-écologie-origine) a 
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servit de base à l’obtention d’un projet européen dont un des Work Packages 
consiste à comparer les origines géographiques du karité par cette méthode mais en 
considérant les flores microbiennes globalement, en associant levures et 
moisissures. C’est dans le cadre de ce projet européen que nous avons commencé 
la thèse de notre collègue égyptien M. Aly El Sheikha. 
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ANNEXE 1 
Préparation des réactifs pour l’extraction d’ADN 
Tampon Tris-EDTA (TE) à pH 8.0 
Le tampon Tris-HCl permet de maintenir le pH nécessaire à l’activité des enzymes 
de lyse cellulaire et l’EDTA est un chélateur des ions nécessaire à l’activité des 
DNases bactériennes. Il est composé des solutions suivantes : 10 mM Tris-HCl pH 
8,0 (Promega, France) et 1,0 mM EDTA pH 8,0 (Promega, France). Ce tampon est 
stérilisé à 121°C pendant 15 min.  
 
Tampon Tris-Acétate-EDTA (TAE) 50 X à pH 8,3 (Eppendorf, Allemagne) 
Il est composé des solutions suivantes : 2M Tris-Acétate pH 8,3 et 0,05 M EDTA pH 
8,3. Le tampon est dilué avec de l’eau distillée 50 fois avant usage. 
 
Solution de lysozyme 25 mg/mL 
25 mg de Lysozyme (Eurobio, France) sont solubilisés dans 1 mL d’eau pure 
(Eppendorf, Allemagne).     
 
Solution de protéinase K 20 mg/mL 
20 mg de Protéinase K (Eurobio, France) sont solubilisés dans 1 mL d’eau pure 
(Eppendorf, France).     
 
Solution de SDS (Dodecyl sulfate de sodium) 20% 
20 g de Dodecyl sulfate de sodium (Fluka, Allemagne) sont solubilisés dans 100 mL 
d’eau stérile (qsp).                  
 
Solution de NaCl 3M 
175,32 g (3M) de NaCl (Panreac, Espagne) sont solubilisés dans 1 L d’eau distillée 
(qsp). La solution finale est autoclavée à 121°C, 15 min. 
 
Solution de MATAB (Mixed Alkyl Trimethyl Ammonium Bromide) 2% 
2 g de MATAB (Fluka, Allemagne) solubilisés dans 100 mL d’une solution de NaCl 
3M. 
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Mélange de Phénol/ Chloroforme/ Alcool isoamylique 
Ce mélange d’extraction des ADN est préparé selon les proportions volumiques 
suivantes : Phénol (Fluka, Allemagne) 25mL/Chloroforme (Carlo Erba, France) 
24mL/Alcool isoamylique (Panreac, Espagne) 1mL. 
 
Mélange Chloroforme/ Alcool isoamylique 
Ce mélange d’extraction des ADN est préparé selon les proportions volumiques 
suivantes : Chloroforme (Carlo Erba, France) 24 mL/Alcool isoamylique (Panreac, 
Espagne) 1 mL. 
 
Solution d’acétate de sodium 3M, pH 5,2 
246,09 g (3M) de CH3COONa (Panreac, Espagne) sont solubilisés dans 1L d’eau 
distillée ajustée à pH 5,2 par de l’acide acétique. La solution est autoclavée à 121°C, 
15 min. 
 
Eau peptonnée tamponée (bioMérieux, France) 
Bouillon utilisé pour récupérer des bactéries totales de poisson afin de réaliser une 
extraction d’ADN.  
Préparation : Verser 25,5 g de milieu déshydraté dans 1 L d’eau distillée et  porter à 
ébullition jusqu’à dissolution complète. Stériliser 20 min à 121°C à l’autoclave. 
 
Composants g/L 
Peptone de caséine et de gélatine 
Chlorure de sodium 
Di-sodium hydrogénophosphate 
Potassium di-hydrogénophosphate 
pH 7,0  
10,0 
5 
9 
1,5 
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ANNEXE 2 
Milieux de culture 
Gélose nutritive (Oxoid, UK) 
La gélose nutritive sert de milieu de culture de base pour repiquer les souches à 
conserver, ou pour vérifier la pureté des subcultures avant d’effectuer des tests 
biochimiques et sérologiques. 
Préparation : Verser 28g de milieu déshydraté dans un litre d’eau distillée et porter à 
ébullition jusqu’à dissolution complète. Stériliser 15 min à 121°C à l’autoclave. 
 
Composants g/L 
Extrait de viande de bœuf 
Extrait de levure 
Peptone 
Chlorure de sodium 
Agar 
pH 7,4 ± 0,2 
1,0 
2,0 
5,0 
5,0 
15,0 
 
Gélose d’isolement des Pseudomonas (DifcoTM) 
Ce milieu permet la sélection des espèces de Pseudomonas. L’Irgasan, un agent 
antimicrobien, inhibe sélectivement les bactéries à gram positif et à gram négatif 
autres que les espèces de Pseudomonas spp.  
Préparation : Verser 45 g de milieu déshydraté dans un litre d’eau distillée, ajouter 
20 mL de glycérol et porter à ébullition jusqu’à dissolution complète. Stériliser 15 min 
à 121°C à l’autoclave. 
 
Composants g/L 
Peptone 
Chlorure de magnésium 
Sulfate de potassium 
Irgasan 
Agar 
pH 7,0 ± 0,2 
20,0 
1,4 
10,0 
0,025 
13,6 
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Bouillon nutritif  (Bio-Rad) 
Ce bouillon favorise de la croissance des bactéries.  
Préparation : Verser 13 g de milieu déshydraté dans 1 L d’eau distillée et porter à 
ébullition jusqu’à dissolution complète. Stériliser 15 min à 121°C à l’autoclave. 
 
Composants g/L 
Peptone 
Extrait de viande 
Chlorure de sodium 
pH 7,0 ± 0,2 
10,0 
5,0 
5,0 
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ANNEXE 3 
 
Protocole pour la purification de l’ADN 
 
a. A partir d’un gel de DGGE 
1. Exciser la bande d’ADN à partir du gel de DGGE et transférer dans un 
microtube Eppendorf.  
2. Ajouter 100µL du tampon TE au fragment du gel. Incuber pendant la nuit à 
37°C (élution passive). Transférer 100µL de la phase aqueuse dans un 
nouveau microtube Eppendorf. 
 
b. A partir d’un gel d’agarose TM  
  1. Exciser la bande d’ADN en utilisant un scalpel stérile et transférer un morceau 
de 300 mg d’agarose dans un microtube de 1,5 mL.  
   2. Incuber à 70°C dans un bain marie jusqu’à ce que l’agarose fonde 
 
A partir de cette étape, les mêmes étapes sont suivies pour les 2 produits : 
 
3. Ajouter 1mL de résine. Vortexer pendant  20 sec pour bien mélanger. 
4. Pour chaque échantillon, préparer une mini colonne Wizard. Enlever et 
séparer le piston à part de la seringue. Relier la seringue à la partie Luer-Lok 
de chaque mini colonne. 
5. Pipeter le mélange résine/ADN dans la seringue. Insérer le piston lentement, 
et pousser doucement le produit à travers la colonne. 
6. Détacher la seringue de la mini colonne et enlever le piston de la seringue. 
Rattacher  la seringue à la mini colonne. Pipeter 2 mL d’isopropanol 80% 
dans la seringue.  
7. Insérer le piston et pousser doucement à travers la colonne. 
8. Enlever la seringue et transférer la colonne sur un microtube de 1,5 mL. 
Centrifuger la colonne à 10.000 g pendant 2 min. 
9. Transférer la colonne sur un microtube Eppendorf neuf. 
10. Ajouter 40 µL d’eau stérile et attendre 15 min. Centrifuger le microtube à 10 
000 g pendant 20 sec. 
11.  Repasser les 40 µL dans la colonne. Attendre 1 min et centrifuger à 10 000 
g pendant 20 sec. 
12.  Jeter la colonne et conserver l’ADN à -20°C.  
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ANNEXE 4 
 
Publication liées à la thèse 
 
Le Nguyen, D. D., Ha, N. H., Dijoux, D., Loiseau, G., & Montet, D. (2008). 
Determination of fish origin by using 16S rDNA fingerprinting of bacterial 
communities by PCR-DGGE : An application on Pangasius fish from Vietnam. Food 
Control, 19, 454-460. 
Le Nguyen, D. D., Gemrot, E., Loiseau, G., & Montet, D. (2008). Determination of 
citrus fruit origin by using 16S rDNA fingerprinting of bacterial communities by 
PCR-DGGE : an application to clementine from Morocco and Spain. Fruit, 63, 75-84.  
 
 
  
Titre : Détermination de l’origine géographique des poissons par obtention de l’empreinte génétique de leur 
communauté bactérienne par PCR-DGGE (Polymerase Chain Reaction-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) 
RÉSUMÉ 
La détermination de l’origine géographique est une des exigences de la traçabilité des produits alimentaires. Notre hypothèse 
était que l’environnement de l’aliment pouvait avoir une influence sur la diversité des flores bactériennes commensales des 
poissons. L’origine géographique des poissons a donc été approchée par la caractérisation de la flore microbienne spécifique 
de la ferme de production ou du lieu de transformation et de stockage. Une technique de biologie moléculaire couplée à une 
analyse d’images et à des méthodes statistiques a été développée afin de relier les profils bactériens obtenus par PCR-DGGE 
à l’origine géographique des fermes aquacoles. Dans la première partie, nous avons différencié par DGGE des poissons 
d’espèces différentes qui venaient de sites différents: les bars de France, les poissons-chats Pangasius du Vietnam et du 
Cambodge. Les profils DGGE microbiens des poissons et de l’eau d’un même étang sont étroitement similaires, confirmant 
notre hypothèse de départ. Le séquençage des bandes issues de la DGGE a permis d’identifier les souches bactériennes 
dominantes des poissons-chats au Vietnam. Dans la deuxième partie, nous avons confirmé la pérennité des profils microbiens 
au cours de la saison des pluies et de la saison sèche au Vietnam. Les poissons péchés en mer ont un profil bactérien variable 
alors que la même espèce élevée en aquarium obtient un profil similaire pour tous les poissons. Les traitements de 
transformation tels que le séchage et le marinage ont une forte influence sur la communauté bactérienne des poissons. La 
congélation ou la réfrigération ne modifient pas fortement les profils DGGE. La persistance des marqueurs bactériens au cours 
des traitements technologiques a été vérifiée au niveau industriel dans une usine de transformation en filets des poissons-chats 
Pangasius qui sont les principaux produits exportés du Vietnam. L’écologie bactérienne des poissons a été suivie par PCR-
DGGE à chaque étape de leur transformation montrant que le profil bactérien entre le produit initial et le produit fini est différent 
mais conserve suffisamment d’information pour discriminer l’origine. Dans la dernière partie, nous avons eu recours à la Rep-
PCR pour étudier la diversité des souches de Pseudomonas qui ont montré une persistance aux procédures de transformation. 
Les Pseudomonas restent présents sur des filets finis ainsi que sur la surface des équipements après le nettoyage et la 
désinfection. 27 souches de Pseudomonas ont été classées dans 7 grandes groupes par rep-PCR et identifiées par 
séquençage. 
 
 
Discipline : Biotechnologie, Microbiologie 
 
Mots clés : PCR-DGGE, origine géographique, poisson-chat Pangasius, bars, Pseudomonas,  traçabilité.  
 
 
Titre en anglais: Determination of geographical origin of fish by DNA fingerprinting of their bacterial community by 
PCR-DGGE technique (Polymerase Chain Reaction-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) 
ABSTRACT 
The determination of geographical origin is one of the inquiries of the food traceability system. Our hypothesis is that the 
environment could have an influence on the diversity of the bacterial communities of fish. The geographical origin of fish can be 
determined by the characterisation of the specific bacterial flora of the aquaculture farm or of the production and storage sites. A 
biological molecular technique PCR-DGGE, coupled to image analysis and statistic methods, have been developed in order to 
link the bacterial profiles with the geographical origin of the aquaculture farms. In the first chapter, we have distinguished by 
DDGE the different fish species from different sites: sea bass from France, Pangasius catfish from Vietnam and from Cambodia. 
The DGGE profiles of the fish bacteria and the water in the same pond were narrowly similar, confirming our hypothesis. The 
sequencing of the bands excised from DGGE gel permitted to identify the dominant bacterial species in the catfish from 
Vietnam. In the second chapter, we confirmed the perenniality of the microbial profiles during the rainy and the dry season in 
Vietnam. The fish captured in the sea had variable bacterial profiles, while the same fish raised in aquarium had a similar profile 
for all of them. Drying and pickling had a strong effect on the fish bacterial communities. Freezing or chilling did not change 
strongly the DGGE profiles. The persistence of the bacterial markers during the technical treatment has been verified at 
industrial scale in a factory processing Pangasius fillets, which is the principal exported product of Vietnam. The microbial 
ecology of the fish has been followed by PCR-DGGE for each processing step showing that the bacterial profiles of the initial 
product and the final product were different but preserved enough information to discriminate the origin. In the last chapter, Rep-
PCR was used to study the diversity of Pseudomonas strains which showed persistence to the processing procedure. The 
Pseudomonas strains remained on the final fillets as well as on the equipment surfaces after cleaning and disinfection. 27 
Pseudomonas strains classified in 7 big groups have been identified by sequencing.  
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